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Resumen
El Trabajo Final de Maestría en Física Médica presentado es un estudio sobre el efecto de las radiaciones ionizantes
en células cancerígenas de colon y cérvix en función de la supervivencia celular. Contó con la participación y
apoyo del grupo de investigación de Física Médica de la Universidad Nacional de Colombia, el grupo BIO-BIO de
Bioquímica de la Universidad del Rosario y el grupo de Física Médica del Instituto Nacional de Cancerología E.S.E..
El objetivo principal fue estudiar en condiciones in vitro el comportamiento de las células luego de ser expuestas a
radiaciones ionizantes para evidenciar el efecto que tiene el nivel de oxígeno con el que fueron cultivadas en términos
de supervivencia. Las líneas celulares fueron incubadas en condiciones normales de O2 y el estado de hipoxia se
llevó a cavo físicamente con una cámara especial que permite controlar las concentraciones de varios gases dentro de
ella. Como estudio adicional se comparó la supervivencia obtenida con las células cultivadas en hipoxia física frente
aquellas que crecieron en un mimético químico de hipoxia (deferoxamina-DFO) con el fin de evaluar una respuesta
global que mostrara las posibles diferencias de ambos métodos de cultivo.
Las células se irradiaron en un acelerador lineal de uso clínico con haces de fotones de rayos X y haces de electrones
del orden de los MeV. También se usó una unidad de Co60 con fotones Γ que corresponde a una energía nominal
de 1.25MeV. Para garantizar la adecuada irradiación se construyó un simulador físico en parafina, por su densidad
electrónica parecida a la del agua, que portará el medio de suspensión de las células y sirviera como material de
retrodispersión y equilibrio electrónico.
Se realizó una dosimetría con cámara de ionización, con un arreglo de diodos (Map-CheckR) y una película radio-
gráfica que demostró conformidad en la entrega de dosis prescrita. También se comprobó que el material del que se
fabricó el simulador no interfirió con la planeación dosimétrica que tiene como objetivo calcular el tiempo requerido
de exposición de la máquina para entregar una dosis deseada.
Los resultados obtenidos mostraron un comportamiento coherente de la supervivencia de las células que obedecen
al modelo lineal cuadrático para regiones de bajas dosis, de igual manera, se encontró que el ajuste se pierde cuando
se trata de dosis superiores a 5-6Gy siendo necesario un nuevo modelo que describa su comportamiento.
Al comparar la hipoxia para una misma línea celular que fue irradiada con diferente tipo de radiación (por ejemplo
fotones de 6MV y electrones de 6MeV), no se mostró algún cambio importante en la supervivencia. De igual modo,
el efecto de la variación de la energía nominal (por ejemplo fotones de 6 y 15MeV) tampoco produjo un cambio
sustancial. La tasa de dosis no fue un factor que se tuviera en cuenta en esta experiencia ya que se ha reportado que
las variaciones ofrecida por un acelerador lineal de uso clínico no representan cambios en la supervivencia global.
Palabras clave: Radiobiología, hipoxia, dosimetría, supervivencia.
Abstract
The Final Work of Medical Physics Master presented is a study about the effect of ionizing radiation in survi-
val function of colon and cervical cancer cells . It involved the participation and support of the research group of
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Medical Physics, National University of Colombia, the BIO-BIO group of Biochemistry at the University of Rosario
and Medical Physics group National Cancer Institute ESE. The main objective was to study in vitro behavior of
the cells following exposure to ionizing radiation to demonstrate the effect of the oxygen level in which they were
grown in terms of survival. The cell lines were incubated in O2 normal state and hypoxia was physically obtained
with a special camera that allows controlling the concentrations of various gases within it. As additional study,
we compared the survival obtained with cells grown in physical hypoxia versus those grew with chemical hypoxia
mimetic (DFO-DFO) because assess the global response to show any differences in both culture methods.
The cells were irradiated in a clinical linear accelerator with X-ray photon beams and electron beams on the order
of MeV. Also used a unit with Co60 corresponding to a gamma photons with nominal energy of 1.25MeV. To ensure
adequate irradiation physical simulator was built in paraffin, its electron density are similar to the water, which will
carry the suspension medium and cells serve as backscatter material and electronic balance.
Dosimetry was performed with ionization chamber with a diode array (Map-CHECKR) and a radiographic film
demonstrating compliance in delivery of prescribed dose. It was also found that the material was manufactured
simulator did not interfere with dosimetric planning which aims to calculate the exposure time required for the
machine to deliver a desired dose.
The results showed a consistent behavior of the cell survival that obey the linear quadratic model for low dose
regions, likewise, it was found that the adjustment is lost when doses above 5-6Gy necessitating a new model to
describe their behavior.
When compared to a single hypoxic cell line was irradiated with different types of radiation (eg photons and
electrons 6MeV 6MV) was not a significant change in survival. Similarly, the effect of varying the nominal energy
(e.g. photons and 15MeV 6) did not produce a substantial change. The dose rate was not a factor to be taken into
account in this experience because it has been reported that variations offered by a clinical linear accelerator not
represent changes in overall survival.
Keywords: Radiobiology, hypoxia, dosimetry, survivall.
Introducción
La radiobiología es la disciplina que estudia los efectos de la interacción radiación-materia en sistemas biológicos
[38]. Durante los 80's numerosos cambios ocurrieron en esta área [56], en particular, se creó la conciencia de la
respuesta propia que tienen las células humanas a la radiación ionizante debido a que se descubrió la relación entre
la radiosensibilidad de líneas celulares cultivadas in vitro y la respuesta del tipo correspondiente de los tumores in
vivo [13].
Una de las grandes herramientas de la radiobiología es la representación de la respuesta biológica mediante curvas de
supervivencia, las cuales en este contexto, corresponden a gráficas que muestran la fracción de células que sobreviven
a una dosis determinada de radiación y permiten la comparación de diferentes efectos que presentan las células al
variar la energía y/o tasa de dosis de radiación, el nivel de oxígeno entre otros.
La respuesta celular a la radiación ionizante depende ampliamente del nivel de oxígeno que hay en su medio [4].
Las variaciones de los niveles de oxígeno dentro de una masa tumoral es un factor que altera en gran medida la
respuesta que ésta tiene frente a las radiaciones ionizantes dentro de un tratamiento de radioterapia, es por esto
que puede alterar la efectividad del tratamiento debido a la sobre expresión de algunos genes que la hipoxia puede
generar y del desarrollo de microambientes que propenden la radioresistencia[32], sin embargo no es muy claro cómo
el nivel de oxígeno de de un tejido modifica la respuesta al variar la energía o tipo de radiación del tratamiento.
Por lo tanto, entendiendo la importancia que tiene realizar estudios en cultivos biológicos (in vitro) y teniendo en
cuenta que éste es un primer acercamiento al área de radiobiología en el país bajo la alianza interdisciplinaria de
los gupos de investigación de Física Médica de la Universidad Nacional de Colombia y BIO-BIO de Bioquímica de
la Universidad del Rosario, se presenta este trabajo final de maestría enfocado en describir el comportamiento de
líneas celulares de tumores en términos de supervivencia frente a diferentes agentes de estrés celular como los varios
tipos de radiación ionizante y/o las condiciones del medio de cultivo.
En el desarrollo de este trabajo se encuentra una revisión de los aspectos físicos que intervienen en la comprensión
de las interacciones entre la radiación ionizante y la materia, se mencionan las cantidades y unidades de energía y
dosis absorbida. Así mismo, se incluye un capítulo en donde se muestran las principales características de la células
animales, sus componentes y los diferentes efectos que tienen sobre ella la radiación y la hipoxia. Adicional a esto
se exponen las 5Rs de la radiobiología.
Más adelante se encuentra una descripción de algunos modelos que se han implementado para describir la super-
vivencia celular, de igual forma se detalla todas las variables que intervienen en los sistemas biológicos y que se
pueden evidenciar en las curvas.
Por último, hay una revisión de los sistemas de detección que se emplearon en el aseguramiento de la calidad
de irradiación de las células, también se describe el diseño metodológico que se implementó para llevar a cavo
esta investigación, la presentación de los resultados obtenidos y una serie de conclusiones basadas en los reportes
bibliográficos y el análisis respectivo.
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Capítulo 1
Aspectos físicos de las radiaciones
ionizantes.
Cuando un sistema biológico es irradiado se genera una cadena de sucesos en diferentes tiempos. Estos eventos se
clasifican según el efecto directo que tiene sobre el organismo y son clasificados como físicos, químicos y biológicos
(Fig 1.1) [61]. El proceso físico (el primero que ocurre) se refiere a las interacciones entre los fotones y partículas
cargadas con los átomos de los cuales el tejido esta compuesto, se estima que los electrones acelerados pueden
tomar un tiempo de 10−8s en atravesar una célula y 10−14s para pasar a través del ADN. Las interacciones entre
las radiaciones ionizantes y las estructuras atómicas dan paso a procesos de ionización y excitación generando
partículas secundarias que a su vez interactúan con otras del medio, dando paso a una cascada de eventos de
ionización. Para una dosis absorbida de alrededor 1Gy, se estima que en un volumen de una célula de 10µm de
diámetro pueden ocurrir105 ionizaciones. Es importante aclara que en un proceso de ionización uno o más electrones
son liberados de átomos (Fig 1.2.a), moléculas o cualquier otro estado ligado, mientras que excitación consiste en
alejar del núcleo atómico a uno o más electrones de su corteza (Figura 1.2.b), llevándolos desde su órbitas originales
a otras más alejadas del núcleo, sin separarse de este [33].
Figura 1.1: Escala de tiempo de los efectos a la exposición de radiación ionizante en sistemas biológicos. [61]
El proceso químico describe el periodo en el cual los átomos y las moléculas afectadas reaccionan químicamente con
otros componentes celulares. La ionización y excitación dan paso al rompimiento de enlaces químicos y a la formación
de radicales libres. Las reacciones químicas de los radicales libres oscilan entre 1ms de tiempo de exposición para
su realización y una característica importante de esta etapa química es la competencia reactiva que pueden tener
ciertos compuestos, tales como los sulfhidrilos que inactivan los radicales libres estabilizando los cambios químicos de
moléculas biológicamente importantes. Por último dentro de los procesos biológicos se encuentran todos los procesos
subsecuentes a las etapas anteriores. Estos empiezan con reacciones enzimáticas que actúan sobre el daño químico
residual. La mayoría de las lesiones, por ejemplo en el ADN, son completamente reparadas. Algunas lesiones poco
comunes fallan en repararse y estas propenden a una muerte celular programada (apoptosis). Aunque las células
tomen tiempo en morir, incluso a bajas dosis de radiación, su actividad mitótica empezará a disminuir y este
suceso es conocido como la muerte de células madre, que impide una pronta recuperación del tejido sano en las
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Figura 1.2: a. Proceso de ionización, b. Proceso de excitación [33]
primeras semanas o meses posteriores a una exposición de radiación. Mucho tiempo después de la irradiación se
pueden presentar reacciones tardías en los tejidos, tales como fibrosis y telangiectasia de la piel, hasta tumores radio
inducidos [61].
1.1. Clasificación de la radiación:
La radiación ionizante puede ser dividida para comprensión de efectos biológicos como directa e indirectamente
ionizante (Figura 1.3). La mayoría de la radiación comprendida por partículas es directamente ionizante (a excepción
de los neutrones), esto quiere decir que partículas individuales con energía cinética adecuada puede alterar la
estructura atómica del medio irradiado, dejando a su paso alteraciones químicas y biológicas a las moléculas que
lo conforman. En contraste, la radiación electromagnética (como los rayos X y γ) son radiaciones indirectamente
ionizantes ya que no producen daño biológico ni químico directamente, pero a partir de la producción de electrones
secundarios (partículas cargadas) después de la absorción de energía en el material se generan los efectos de ionización
y sus consiguientes reacciones.
Figura 1.3: Clasificación de la radiación [48]
1.1.1. Radiación electromagnética:
La radiación electromagnética incluye las ondas de radio, microondas, luz visible, luz ultravioleta, rayos X y rayosγ.
Estas ondas son esencialmente caracterizadas por su energía, la cual varía inversamente con su longitud de onda.
Pueden interpretarse como paquetes de energía (quantum) y son denominados fotones. Los cuales van aumentando
en energía desde las ondas de radio hasta llegar a los rayos X y γ que tienen la energía necesaria de expulsar un
electrón de su órbita en un átomo.
Cuando la radiación electromagnética viaja a través de la materia, esta puede atravesar el medio sin necesidad de
entregar energía o puede disminuir su intensidad debido a interacciones dadas. La atenuación ocurre debido a la
interacción individual de los fotones con los átomos encontrados, principalmente, los rayos X y γ son dispersados
y/o absorbidos de diferentes maneras dependiendo su energía y el número atómico del material que está recibiendo
la radiación (Figura 1.4); estos procesos son la absorción mediante el efecto fotoeléctrico, la dispersión Compton y
la producción de pares [48].
Figura 1.4: Tipo de interacción dominante en función del número atómico y la energía de los fotones de radiación
[26].
En el efecto fotoeléctrico el fotón interactúa con un electrón interno de la capa electrónica del átomo del medio
irradiado, y transfiere su energía al electrón llevándolo a un estado más energético, el fotón incidente desaparece
y la energía transferida es usada para superar la energía de ligadura del electrón aumentando la energía cinética
del foto-electrón que sale expulsado del átomo (Figura 1.5.a). Esta energía cinética con que sale el foto-electrón se
puede expresar como:
Kelectron = hν − Eb
Donde hν es la energía del fotón incidente y Eb es la energía de ligadura del electrón. La vacante creada en el átomo
es ocupada por un electrón de otro orbital diferente emitiendo un fotón como resultado de un balance energético. El
efecto fotoeléctrico es el mecanismo de transferencia de energía con fotones de alrededor 50keV en tejidos biológicos
[26], aunque se vuelve menos importante al aumentar la energía.
El proceso de deposición de energía llamado efecto Compton ocurre cuando el fotón incidente interactúa con un
electrón de un orbital externo de un átomo y cuya energía de ligadura es muy pequeña comparada con la del fotón
(Figura 1.5.b). En esta interacción el fotón incidente, choca con el electrón en cuestión y es dispersado con parte
de su energía inicial en una dirección diferente a la de incidencia. Esta dispersión Compton causa ionización del
átomo del medio irradiado debido a la pérdida de un electrón. Este electrón (partícula ionizante secundaria) viaja
alguna distancia en la materia y eventualmente pierde su energía en futuras ionizaciones y excitaciones con otros
átomos. Para rayos X y γ el rango intermedio de energía para que esto suceda es de 100keV -10MeV el cual es el
rango terapéutico en tratamientos de radioterapia.
(a) (b) (c)
Figura 1.5: Representación del efecto fotoeléctrico (a), Compton (b) y creación de pares (c)
La creación de pares, se refiere al proceso de un fotón de energía (>1.02MeV) que interactúa con átomos de un
medio irradiado (Figura 1.5.c), que puede ser convertido espontáneamente en masa de un electrón y un positrón a
causa de las interacciones coulumbianas que se presentan en las vecindades del núcleo. Las partículas opuestamente
cargadas son emitidas en direcciones opuestas y cumplen la función de partículas ionizantes secundarias, cada una
con una energía de 0,51MeV
La deposición de energía depende de la energía de radiación incidente y del número atómico (Z) del material blanco.
El coeficiente másico de absorción de absorción fotoeléctrica, varía directamente con la tercera potencia del número
atómico del blanco (Z3). El número atómico efectivo del hueso es alrededor dos veces más que el del tejido blando,
y la probabilidad de que un fotón sea absorbido por hueso es seis veces mayor que para el mismo espesor de tejido
suave. El hueso está principalmente compuesto de calcio, mientras que el tejido blando de carbono, hidrógeno y
oxígeno. Por otro lado el coeficiente másico de absorción para eventos Compton es independiente del número atómico
y es por esto que se prefiere para tratamientos de radioterapia rangos de energía que propicie estos eventos, ya que
la deposición de energía entre tejido suave y hueso es muy parecida, mientras que en un rango más bajo de energías
en donde se obtienen procesos fotoeléctricos, se prefiere para radiodiagnóstico ya que hay un gran contraste entre
las diferentes estructuras que lo absorben [48].
1.1.2. Radiación de partículas :
La radiación de partículas (como α, β, protones, neutrones, iones, etc.), también producen sus efectos por medio de
ionizaciones y excitaciones aleatorias en los átomos o moléculas del material blanco. El paso de partículas cargadas,
iones positivos y electrones causan un intenso daño (es decir gran deposición de energía por longitud recorrida) a
las moléculas de las trayectorias recorridas en el tejido vivo a causa de fuertes interacciones electrostáticas con los
electrones de los átomos del medio. Los protones con una unidad de masa y una carga positiva, causa menos daño
que las partículas α (núcleo de helio) porque la tasa de deposición de energía varía inversamente proporcional a la
velocidad de las partículas y directamente proporcional al cuadrado de la carga. A la misma energía, las partículas
α tienen menos velocidad a causa de su gran tamaño másico y lleva el doble de carga que un solo protón; ya que
son partículas de alta ionización, su poder de penetración es muy bajo, penetrando unos micrómetros de la piel.
Las partículas β (electrones) tienen una eficiencia de ionización menor a la de las partículas α ya que su poca masa
(alta velocidad) y bajo nivel de carga le da pie a una serie de interacciones y trayectos más largos, por lo que su
poder de penetración es mayor. Por otro lado los neutrones son partículas sin carga con una masa muy parecida a la
del protón y es indirectamente ionizante porque sin una carga, no puede propiciar interacciones electrostáticas. Con
la misma masa y energía, los protones son más penetrantes, aunque no interactúan fuertemente con los electrones
del átomo en el material blanco, causan una densidad de ionización mayor a las que se puede generar con rayos X.
Los neutrones interactúan con el núcleo atómico del medio y pierden energía por diferentes procesos de interacción
dependiendo de su energía (velocidad) y la masa del núcleo con que interactúa. En tejido blando, por su abundancia
de protones, los neutrones rápidos (mayores a 1MeV ) pierden energía en mayor parte por dispersiones elásticas,
mientras que para energías mayores a 6MeV las dispersiones empiezan a ser mayormente inelásticas, interactuando
con núcleos de carbono y oxígeno, produciendo partículas α, iones pesados y protones dispersados [33].
1.2. Transferencia Lineal de Energía (LET)
Figura 1.6: Representación de la LET, las longitudes de interacción se toman iguales en cierta profundidad y se
promedia la deposición en cada uno de estos. [48]
Cuando la radiación ionizante atraviesa un material, la radiación pierde energía gradualmente por varios procesos de
interacción a lo largo de su recorrido. Para un material blanco en particular, la tasa de pérdida de energía depende
de la densidad del material, el tipo de radiación y la energía nominal. Esta pérdida que no es más que la entrega
de energía en el medio se puede evaluar mediante la densidad de deposición de energía en el material blanco, la
cual es llamada transferencia lineal de energía (LET) de la radiación. La LET es definida como la energía promedio
depositada por longitud en profundidad de interacción de las partículas cargadas y sus unidades son keV/um [48].
Cabe anotar que la tasa de transferencia de energía (−dE/dx, pérdida de energía por distancia) incrementa a
medida que se va depositando la energía en el medio, y se representa como un pico de Bragg (Figura 1.7 ) . La
LET indica esencialmente la calidad de diferentes tipos de radiación, que radiobiológicamente hablando tiene gran
importancia a la hora de evaluar la efectividad biológica relativa (RBE) de un proceso de irradiación sobre un tejido
vivo. Las partículas cargadas generalmente tienen mayor LET que los rayos X y γ porque entregan más energía
en cada interacción con el medio. En general la RBE de un tipo de radiación incrementa con una LET que va
hasta los 100keV/µm, y luego de este valor empieza a declinar debido al exceso de deposición de energía que puede
propiciar una muerte exagerada del tejido vivo. Para radiaciones de bajo LET, los eventos de entrega de energía en
las interacciones con los fotones son del orden de las dimensiones de las moléculas del ADN, e incluso éstos pueden
atravesar sus estructuras sin depositar energía en ella; mientras que para energías con alta LET, los puntos de
deposición de energía son más cercanos espacialmente y es más probable que su interacción afecte en mayor medida
a las biomoléculas en cuestión (Figura 1.6) [26, 20].
Figura 1.7: Variación de la efectividad biológica relativa (RBE) con la LET para supervivencia de células humanas
de mama. [19]
1.3. Cantidades y unidades dosimétricas
Las medidas de la radiación ionizante requieren varias especificaciones que son detalladas con métodos cuantitativos
para determinar la energía depositada en un medio dado y para describir el haz de radiación. Para propósitos
prácticos, es necesario tener en cuenta las siguientes cantidades y unidades:
1.3.1. Fluencia de partículas y energía
La fluencia de partículas Φ es el coeficiente de dN/dA, donde dN es el número de partículas incidentes en una esfera
de área transversal dA [3].
Su notación (ecuación 1.1):
Φ =
dN
dA
(1.1)
Las unidades para la fluencia de partículas es m−2. El uso de una esfera de área transversal dA, ejemplifica de
una manera simple el hecho de considerar un área dA perpendicular a la dirección de cada partícula, por lo que
la fluencia se puede considerar independiente del ángulo de radiación. Mientras que la fluencia de partículas en un
plano es el número de partículas atravesando un plano por unidad de área, y en este caso si depende del ángulo de
incidencia del haz de partículas.
La fluencia de energía Ψ es el coeficiente dE/dA, donde dE es la energía radiante incidente en la esfera anteriormente
mencionada de sección transversal dA [48].
Su notación (ecuación 1.2):
Ψ =
dE
dA
(1.2)
La unidades para la fluencia de energía son J/m2, y también puede ser calculada a partir de la fluencia de partículas,
usando la relación (ecuación 1.3):
Ψ =
dN
dA
∗ E = Φ ∗ E (1.3)
Donde E es la energía de la partícula y dN representa el número de partículas con energía E. Sin embargo, todos
los haces de fotones o de partículas reales son polienergéticos, y por lo tanto es necesario definir estos conceptos en
términos de espectros de fluencia de energía o de partículas, que son definidos como (ecuaciones 1.4, 1.5):
ΦE(E) =
dΦ
dE
(E) (1.4)
ΨE(E) =
dΨ
dE
(E) =
dΦ
dE
(E) ∗ E (1.5)
Siendo ΦE(E) y ΨE(E) una notación corta para representar el espectro de la fluencia de partículas y energía
respectivamente.
Las tasa de fluencia de partículas y de energía simplemente es la dependencia respecto a los intervalos de tiempo,
sus unidades respectivamente son m−2 · s−1 y J/m2 · s−1, y se nota de la siguiente manera (ecuaciones 1.6 , 1.7):
Φ˙ =
dΦ
dt
(1.6)
Ψ˙ =
dΨ
dt
(1.7)
1.3.2. Kerma
Kerma es el acrónimo en inglés de energía cinética entregada por unidad de masa (kinetic energy released per unit
mass). Esta es una cantidad aplicada a la radiación indirectamente ionizante como fotones y neutrones. Se refiere
a la cantidad promedio de energía transferida de la radiación indirectamente ionizante a las partículas de radiación
directamente ionizante sin tener en cuenta interacciones secundarias [3, 33]. Es decir se refiere a una energía cinética
inicialmente impartida. La energía de los fotones es impartida en la materia mediante dos etapas: En la primera la
energía del fotón es transferida a partículas cargadas secundarias (como electrones) a través de varios procesos de
interacción1, y en la segunda las partículas cargadas transfieren la energía por medio de ionizaciones y excitaciones
atómicas.
Su notación:
K =
dE¯tr
dm
(1.8)
La unidad de kerma es J/kg o más popularmente conocido como gray: 1Gy = 1J/kg.
1ver efecto fotoeléctrico, Compton y creación de pares 1.1.1
1.3.3. Dosis Absorbida
La dosis absorbida es una cantidad que aplica a la radiación directa e indirectamente ionizante. Para radiación
indirectamente ionizante, la energía es entregada en dos procesos, en el primero (el kerma), esta radiación transfiere
la energía cinética a las partículas cargadas secundarias y en el segundo proceso, estas partículas secundarias
transfieren su energía cinética al medio (también pueden perder energía por interacciones radiativas), resultando en
dosis absorbida.
La dosis absorbida está definida como la energía media impartida ε¯ (cantidad estocástica) por la radiación ionizante
en un volumen finito de masa m.
Su notación (ecuación 1.9):
D =
dε¯
dm
(1.9)
La cantidad ε¯ es la suma de toda la energía entrante al volumen de interés menos toda la energía que deja dicho
volumen. También se tienen en las conversiones de masa en energía que ocurran, por ejemplo la producción de pares
disminuye la energía en un rango de 1,022MeV, y para la aniquilación de pares se considera una contribución del
mismo valor.
Las unidades para dosis absorbida es Gy → J/kg.
Capítulo 2
Aspectos Biológicos
2.1. Estructura Celular.
Dentro de los diferentes tipos celulares, existen dos grandes clases, por un lado las procariotas (que comprenden
las células de arqueas y bacterias y generalmente carecen de núcleo) y las eucariotas (divididas tradicionalmente en
animales y vegetales). A continuación se describe brevemente la morfología de la célula animal que es el organismo
de interés.
Figura 2.1: Estructura de una célula animal. [1]
La célula animal, presenta una estructura básica relativamente estable caracterizada por la presencia de distintos
tipos de orgánulos especializados en su citoplasma (Figura 2.1), entre los cuales se destaca [1]:
El núcleo está rodeado por una membrana, es esférico y mide 5µm de diámetro aproximadamente . Dentro del
núcleo, las moléculas de ADN y proteínas están organizadas en cromosomas que suelen aparecer dispuestos
en pares idénticos. El nucléolo es una región especial en la que se sintetizan partículas que contienen ARN
y proteína que migran al citoplasma a través de los poros nucleares y a continuación se modifican para
transformarse en ribosomas. El núcleo controla la síntesis de proteínas en el citoplasma enviando mensajeros
moleculares. El ARN mensajero (ARNm) se sintetiza de acuerdo con las instrucciones contenidas en el ADN
y abandona el núcleo a través de los poros. Una vez en el citoplasma, el ARNm se acopla a los ribosomas y
codifica la estructura primaria de una proteína específica.
Los cromosomas están muy retorcidos y enmarañados y es difícil identificarlos por separado. Pero justo antes
de que la célula se divida, se condensan y adquieren grosor suficiente para ser detectables como estructuras
independientes.
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El ADN del interior de cada cromosoma es una molécula única muy larga que contiene secuencias lineales de
genes. Éstos encierran a su vez instrucciones codificadas para la construcción de las moléculas de proteínas y
ARN necesarias para producir una copia funcional de la célula.
El citoplasma comprende todo el volumen de la célula, salvo el núcleo. Engloba numerosas estructuras especia-
lizadas y orgánulos, la solución acuosa concentrada en la que están suspendidos los orgánulos se llama citosol.
Es un gel de base acuosa que contiene gran cantidad de moléculas grandes y pequeñas, y en la mayor parte de
las células es, con diferencia, el compartimiento más voluminoso (en las bacterias es el único compartimiento
intracelular). En el citosol se producen muchas de las funciones más importantes de mantenimiento celular,
como las primeras etapas de descomposición de moléculas nutritivas y la síntesis de muchas de las grandes
moléculas que constituyen la célula.
El citoesqueleto es una red de filamentos proteicos del citosol que ocupa el interior de todas las células animales
y vegetales. Adquiere una relevancia especial en las animales, que carecen de pared celular rígida, pues el
citoesqueleto mantiene la estructura y la forma de la célula. Actúa como bastidor para la organización de la
célula y la fijación de orgánulos y enzimas. También es responsable de muchos de los movimientos celulares. Se
forma a partir de tres tipos principales de filamentos proteicos: microtúbulos, filamentos de actina y filamentos
intermedios, unidos entre sí y a otras estructuras celulares por diversas proteínas.
Las mitocondrias tienen forma alargada de varias micras de longitud y está envuelta por dos membranas
distintas, una externa y otra interna, muy replegada. Son productoras de energía realizando las últimas
etapas de la descomposición de las moléculas de los alimentos. Estas etapas finales consisten en el consumo de
oxígeno y la producción de dióxido de carbono, proceso llamado respiración, por su similitud con la respiración
pulmonar. Sin mitocondrias, los animales y hongos no serían capaces de utilizar oxígeno para extraer toda la
energía de los alimentos y mantener con ella el crecimiento y la capacidad de reproducirse.
La membrana celular se forma en una red tridimensional irregular de espacios rodeada a su vez por una
membrana llamada retículo endoplasmático, en el cual se forman también los materiales que son expulsados
por la célula.
El aparato de Golgi está formado por sacos aplanados envueltos en membrana, recibe las moléculas formadas
en el retículo endoplasmático, las transforma y las dirige hacia distintos lugares de la célula.
Los lisosomas son de forma irregular y contienen reservas de enzimas necesarias para la digestión celular de
numerosas moléculas.
2.2. Ciclo celular.
El ciclo celular es una serie de procesos que experimenta la célula de manera ordenada en donde duplica su contenido
y se divide en dos células nuevas[23]. En el caso de células eucariotas este ciclo consta de 4 etapas, así como se
muestra en la figura 2.2. A principios del proceso, una célula se somete a un periodo en el que se generan todos
los mecanismos biológicos necesarios para el proceso de la replicación del ADN. Este proceso se produce durante lo
que se conoce como una brecha entre la fase S y M que se denomina fase G1. Después de la replicación del ADN,
la célula se detiene en otra fase denominada G2, donde se sintetizan los agente químicos necesarios para la división
celular. M es la fase compuesta de dos pasos discretos: la mitosis, que constituye el vínculo y separación de los
cromosomas duplicados, y citocinesis que es el proceso físico mediante el cual la célula se divide en dos células hijas.
Muchas células permanecen en reposo (no se dividen más) quedando en una fase G0 que bajo ciertas condiciones,
a causa de una señal externa se estimula la división, y así las células pueden salir del estado de reposo y volver a
entrar en el ciclo celular.
De manera resumida se puede decir:
G1: se sintetizan las proteínas necesarias para la replicación del ADN. Sin embargo, esta fase del ciclo celular
no es sólo caracterizado por la síntesis. Durante este período, la célula verifica los ambientes internos y externos
para asegurar que las condiciones generales para la división celular son favorables.
S : Ocurre la duplicación del contenido de ADN. Su nombre se debe a que el ADN es sintetizado. Es la fase
más larga, de 1012 horas, teniendo un promedio de 24 horas normalmente para todo el ciclo celular eucariota.
Figura 2.2: Esquema del ciclo celular. [23]
G2: Se sintetizan las proteínas necesarias para la separación de los cromosomas duplicados (proceso denomi-
nado mitosis -M -) y la división completa en dos células hija las células (proceso de citocinesis). Al igual que
en G1, en G2 también se monitorea el ambiente interno y externo para asegurar una fiel replicación del ADN.
M: Se alinean y separan los cromosomas duplicados (llamado cromátidas hermanas). Este proceso se divide
en distintas etapas denominadas profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. Aunque la citocinesis es
el proceso mediante el cual las células son físicamente separadas en dos células hijas, comienza realmente
durante la anafase. Estos procesos requieren mucho menos tiempo que los de la fase S, en general, dura sólo
12hrs.
Durante la profase la duplicación de los cromosomas se condensan, mientras que fuera del núcleo el huso mitótico
reúne entre los dos centrosomas. En la prometafase se rompe la membrana nuclear y los cromosomas permiten que
los microtúbulos comiencen a moverse. En la metafase los cromosomas están alineados en el ecuador del huso a
mitad de camino entre el eje de los polos. Durante la anafase las cromátidas hermanas son separadas para formar
los dos conjuntos de cromosomas hijos. Cada cromátida se retira lentamente hacia el extremo opuesto. En la telofase
los cromosomas hijos llegan a los extremos, se forman nuevas moléculas alrededor de cada conjunto de cromosomas
que formas los dos nuevos núcleos. Este proceso marca el final de la mitosis y establece la etapa de citocinesis.
2.3. Muerte celular y radiación
2.3.1. Efectos directos e indirectos:
A la hora de evaluar las interacciones entre las radiaciones ionizantes y las células, se puede notar la diferencia en
cómo se efectúa el daño o la alteración química de sus componentes. Se habla de efectos directos cuando el tipo de
radiación ionizante (de mayor energía cinética) genera eventos en donde las primeras interacciones alteran moléculas
vitales, como el ADN (ver daños en la estructura de ADN2.5). Por otro lado los efectos indirectos son aquellos en
que las consecuencias en la estabilidad celular son causadas por cambios químicos en el citoplasma u otra estructura
no tan importante y aquellos productos químicamente generados son los que causan el daño final a las estructuras
vitales de la célula (ver radiólisis del agua 2.4).
Cuando la radiación es absorbida en un material biológico se producen una serie de radicales libres, los cuales son
moléculas altamente reactivas que pueden romper los enlaces y producir cambios químicos que pueden llevar a un
severo daño celular. Este daño puede ser inducido directamente en la molécula blanco (comúnmente el ADN) o
indirectamente en otras moléculas celulares que pueden alterar blancos críticos en la supervivencia. La mayoría de
los efectos indirectos son producidos por los radicales libres, se dan en una proporción de un 70-80% en células
de mamífero [61], que en la figura 2.3 son representados como R·, son moléculas muy inestables y reaccionan
rápidamente con el oxígeno.
Una de las consecuencias biológicas de la radiación es la muerte celular la cual está altamente influenciada por las
rutas de del sistema de respuesta del daño de ADN (DDR). La DDR determina no solo la sensibilidad de la célula
Figura 2.3: Representación de un daño directo e indirecto con la implicación de los radicales libres. Adaptado de
[20].
a morir después de ser expuesta a radiación ionizante, si no que también la forma en que ocurre su muerte y el
tiempo que esto puede llevar. Esta respuesta depende si el tejido celular es tumoral o normal (incluso se cree que
también de la población presente) manifestándose de diferentes maneras según el tipo de células.
Resulta difícil evaluar la muerte celular debido a que las células pueden morir en diferentes tiempos después de ser
irradiadas, o después de experimentar varios ciclos celulares, en lugar de esto, las investigaciones se han concentrado
en evaluar la supervivencia clonogénica, la cual es definida como la habilidad de la célula de proliferar indefinidamente
después de la radiación. Por lo tanto la muerte celular en el contexto de radiobiología se refiere generalmente a
cualquier proceso en el que se pierda la capacidad clonogénica permanentemente, el cual es un criterio de inclusión
más amplio y que obviamente no aplicaría a aquellos tipos de lineas celulares termianlmente diferenciadas [61].
Es claro que las células pueden morir mediante diferentes mecanismos después de ser irradiadas, los cuales han sido
ampliamente estudiados desde que se conoció la muerte genéticamente programada conocida como apoptosis, esta
consiste en una rápida y completa destrucción y remoción de la célula. A partir del descubrimiento de la apoptosis
se han identificado otras rutas de pérdida de capacidad reproductiva después de la radiación, entre ellas está la
autofagia, la senectud, y la necrosis [44].
En adición a estas programaciones genéticas controladas, un contribuyente a la muerte celular después de ser
irradiada ampliamente estudiado es la catástrofe mitótica, en la cual la célula falla en realizar la mitosis completa
correctamente y la cual puede propender otras alteraciones génicas que induzcan a la muerte celular.
2.3.2. Apoptosis
La apoptosis es una forma regulada de muerte celular que se puede iniciar ya sea como resultado de las condiciones
internas de la propia célula (como los daños tardíos en el ADN) o de las señales generadas externamente, como
los de un tejido que lo rodea o de las células inmunitarias [57]. La apoptosis es una parte esencial y normal de
muchos procesos fisiológicos, incluyendo el desarrollo embrionario, el sistema inmunológico, y el mantenimiento de la
homeostasis del tejido. En consecuencia, alteraciones en el control de la apoptosis contribuyen a varias enfermedades
humanas, incluyendo el cáncer.
Los factores moleculares en la vía apoptótica se puede dividir en dos grupos: los sensores y actuadores (ver 2.5). Las
moléculas sensoras están involucradas en la toma de la decisión de iniciar la apoptosis, mientras que las efectoras
son los responsables de llevar a cabo esa decisión. La muerte celular por apoptosis se caracteriza por la activación
secuencial de varias enzimas diferentes conocidas como caspasas. Estas proteínas se expresan inicialmente en una
forma inactiva (procaspasa), también se mantienen así por una familia de proteínas inhibidoras de apoptosis (IAP).
La apoptosis se inicia después de la activación de un "sensor" de caspasa como 8 o 9, lo que genera la señal inicial
para inducir la apoptosis. Estas caspasas posteriormente activan un conjunto común de otras caspasas 'ejecutoras'
(por ejemplo, la caspasa 3), que luego se unen a un gran número de proteínas celulares que conducen a la destrucción
definitiva de la célula.
La apoptosis que inicia a partir de la activación de la caspasa 8 se denomina "extrínseca" debido a que es normal-
mente activada por la unión de un ligando extra celular y la posterior activación de un receptor de muerte presente
en la membrana celular. Algunos ejemplos de estos ligandos que induce la muerte son el factor de necrosis tumoral
(TNF ), el ligando TNF-relacionado inductor de apoptosis (TRAIL), y ligando FAS, que se unen a los receptores
de TNF, receptor TRAIL y el receptor FAS, respectivamente.
2.3.3. Autofagia
La autofagia es un término que literalmente significa "comerse uno mismo" y describe un proceso en el cual las
células digieren partes de su propio citoplasma, a fin de generar macromoléculas pequeñas y energía. Las bases
moleculares de la autofagia y su relación con los mecanismos de supervivencia de la célula es un área activa de la
investigación actual. La autofagia es controlada por más de 20 productos de los genes conocidos (proteínas Atg)
que inician la formación de una estructura de doble membrana que crece y envuelve componentes que forman el
citoplasma lleno de vacuolas llamados autofagos [11]. Estos se fusionan con los lisosomas para iniciar la degradación
del material incluido en los componentes primarios y de energía que puede ser utilizada como combustible para el
metabolismo. La autofagia se activa en respuesta a varias situaciones, la mejor caracterizada se produce en respuesta
al factor de crecimiento o la eliminación de nutrientes (hambre).
2.3.4. Necrosis
Se ha dicho que si la apoptosis representa "la muerte programada", la necrosis es la muerte por una lesión o daño
causado. La necrosis históricamente ha sido considerada como una muerte accidental o inadecuada que se produce
bajo condiciones muy desfavorables tal como los incompatibilidades con un proceso fisiológico normal. Ejemplos de
condiciones que pueden activar la necrosis son los cambios extremos de pH, la pérdida de energía y el desequilibrio
iónico. En consecuencia, la necrosis es generalmente considerado como una forma de muerte celular no controlada,
irreversible y caótica. Se caracteriza por la inflamación celular, la deformación de membrana, la ruptura de orgánulos
y la liberación de enzimas del lisosoma que atacan a la célula. Estas condiciones pueden ocurrir después de una
infección, inflamación o isquemia. La necrosis es también frecuentemente observados en tumores humanos y pueden
ser inducidas tras el tratamiento con ciertos agentes que dañan el ADN, incluyendo la radiación [44].
2.3.5. Senectud
Este término es dado a las células normales que pierden de manera permanente su capacidad de división. Estas
células siguen estando presentes, metabólicamente intactas y pueden o no mostrar cambios funcionales. La senectud
fue descrita por primera vez por Leonard Hayflick en cultivos de células primarias que presentan un período inicial
de crecimiento exponencial, seguido por una senectud replicativa permanente llamada el límite de Hayflick (Hayflick,
1965).La senescencia replicativa se asocia con el proceso de envejecimiento y se correlaciona con la reducción gradual
de los telómeros en los extremos de los cromosomas durante el período de crecimiento exponencial. De igual modo la
senectud prematura también puede ser provocada por varios estresores celulares, como las causadas por la activación
de oncogenes o por el daño del ADN inducido por radiación [8]. En ambos casos, las células entrar en una detención
permanente del ciclo celular caracterizada morfológicamente por un citoplasma plano, con mayor granularidad o el
aumento de la expresión bioquímica de β-galactosidasa.
Los estresores que inducen la senescencia por lo general no provocan el acortamiento de los telómeros, sino que
son controlados por un número de vías moleculares que son parcialmente comprendidas. Tal como es el caso de la
senescencia replicativa, las células que lo sufren después de ser sometidas a radiación no están metabólicamente
muertas, sino que han cesado definitivamente la proliferación y no son capaces de contribuir a la recuperación
del tejido o tumor. La proceso mejor entendido de senescencia acelerada inducida consiste en la activación de las
proteínas que inhiben el ciclo celular, como las activadas por el sistema DDR después de la radiación. En algunos
tipos de células, un punto de control G1 transitorio es activado debido a la inducción del gen p53 del inhibidor
de kinasa dependiente de cilcina p21 (CDKI) que puede conducir a una detención secundaria permanentes en G0
que es mediada por p16 CDKI y la proteína supresora del retinoblastoma RB. Esta detención también puede estar
asociada con cambios en la cromatina y el silenciamiento de genes dando lugar a células senescentes caracterizadas
por el aumento de la superficie de la heterocromatina.
2.3.6. Catástrofe mitótica
Catástrofe mitótica es un término que ha evolucionado durante los últimos años para abarcar el tipo de muerte celular
que resulta de una mitosis aberrante. Está morfológicamente asociado con la acumulación de células multinucleadas
gigantes que contienen los cromosomas condensados y con la presencia de aberraciones cromosómicas y micronúcleos.
Este proceso se cree que ocurre cuando las células entran a mitosis en una forma inadecuada debido a daños en
el ADN no reparado. Es el caso en las células después de la irradiación, que suelen mostrar una gran cantidad de
diferentes tipos de aberraciones cromosómicas cuando entran en mitosis. La muerte, tal como se define aquí por la
pérdida de replicación potencial , puede ocurrir simplemente de una incapacidad física para reproducir y separar el
material genético correctamente, o la pérdida de material genético asociado con este proceso. Esto está determinado
en gran parte por los tipos de aberraciones cromosómicas que pueden estar presentes en las células irradiadas.
2.4. Radiólisis del agua.
El agua hace parte de miles de sistemas vivos en grandes proporciones, y es por esto que es un buen agente para
estudiar la transferencia de energía de los eventos iniciales de ionización y excitación cuando ocurre una exposición a
fuentes de radiación ionizante. El efecto directo de las ionizaciones y excitaciones del agua por electrones secundarios
es la reacción predominante para radiaciones de baja LET. Las reacciones iniciales, las cuales ocurren en una escala
de tiempo de 10−1610−12s, se muestran en la figura 2.4. Los productos resultantes de estas interacciones con el
agua son inicialmente moléculas de agua excitadas H2O·, las cuales generan productos por disociación de H· y
OH·., además de H2O+ y e− [2].
Figura 2.4: Productos formados debido a la ionización y excitación del agua [2]
Los productos generados por las combinaciones de los primeros compuestos de la radiólisis con iones de hidrógeno
son H+ y OH· (a partir del agua ionizada H2O+), los electrones libres interactúan con el agua para producir H2O−,
el cual se disocia en H· y OH−, o interactúan con todas las moléculas de H2O para generar electrones acuosos
e−aq (Platzman 1953, E Hart and J Boag in 1962), los cuales son bastante estables respecto a las interacciones del
agua y es posible que absorban fotones del orden de los 2eV [60], llevándolos a estados más excitados que pueden
ser detectados por técnicas de espectroscopia de absorción. Es prácticamente imposible predecir el trayecto y el
lugar de interacción de los electrones acuosos en el medio intracelular bajo la acción de radiaciones ionizantes, sin
embargo toda la probabilidad de generación ocurre en el citoplasma ya que en el núcleo es menos probable a causa
de la alta concentración y actividades del los ácidos nucleicos y proteínas respecto a los electrones acuosos [60, 2].
Inicialmente el e−aq se genera por la termalización de los electrones expulsados de las moléculas por la ionización.
Como la molécula de agua tiene una afinidad negativa para los electrones, es decir que el electrón encuentra una
nanocavidad contenida por la molécula de agua y allí se queda, convirtiéndose en un electrón acuoso.
e− + (H2O)n → e−aq
Dentro del medio irradiado, el electrón acuoso da pie a la formación del anión superóxido que a su vez desempeña
un papel importante en las funciones bioquímicas, tal como se representa a continuación:
e−aq +O2 → O−2
O−2 +H3O
+ 
 HO2 +H2O
OH +OH → H2O2
La interacción de estos compuestos con moléculas intracelulares (RB) produce bioradicales RB˙(−H):
RB +OH → RB˙(−H) +H2O
RB +OH → RB˙(−H) +H2O2
RB +OH → RB˙(−H) +H2O +OH
El agua que compone el citoplasma contiene alta concentración de moléculas biológicas (RB) caracterizadas por
tener bajo potencial de ionización, esto favorece el transporte de electrones de los radicales positivos (como el H2O+)
desde sus orbitales más internos que de los externos (con energías del rango de las del potencial de ionización del
agua), produciendo fragmentaciones en las cadenas carbonadas C − C y C −O.
Las reacciones anteriores son solo los pasos iniciales dentro de una larga secuencia de transformaciones bioquímicas.
Estos argumentos físicos han dado paso al concepto de que la acción radiobiologíca es ampliamente producida por
los efectos de los radicales libres formados por la radiación ionizante, destacando los grupos OH, O−2 , e
−
aq, y H2O2.
La importancia de este concepto es conocido como los efectos indirectos de la teoría rediobiológica [60].
2.5. Daños en la estructura de ADN.
El ADN de una célula lo compone dos hilos unidos por enlaces de hidrógeno formando una doble hélice. Cada hilo
es una cadena lineal de 4 bases nitrogenadas - Adenina(A), Citocina(C), Guanina(G) y Timina(T) - conectadas por
moléculas de azúcar y grupos fosfato. El objetivo de las bases a parte de indicar el tipo de proteínas que se deben
sintetizar, también es un indicador de la activación o no activación de ciertos genes. Su metabolismo está regulado por
una serie de proteínas que lo acompañan y conforman en conjunto la cromatina, la cual está dispuesta en estructuras
de almacenamiento enrolladas. Estas estructuras tienen varios retos a la hora de emprender su reparación frente a
las radiaciones ionizantes, uno de ellos es la abundante cantidad de proteínas que deben estar presentes y su rápida
movilidad para detectar un daño. En segundo lugar la disposición de la cromatina para permitir la reparación, ya
que no puede estar tan compacta para permitir el ingreso de las proteínas reparadoras.
Casi todos los fotones producidos por aceleradores lineales tienen suficiente energía para causar las ionizaciones
que alteran las estructuras químicas que conforman la materia. El daño biológico precisamente, es causado por
la expulsión de electrones de los átomos, los cuales causan ionizaciones futuras que progresivamente alteran las
moléculas vecinas[16]. Los patrones junto con la densidad de ionización y su relación con el tamaño de la doble
hélice del ADN se muestra en la figura 2.5 [10]. En estos patrones se pueden ver grupos de varias ionizaciones que
pueden ocurrir en algunas bases nitrogenadas del ADN y son características de las radiaciones ionizantes.
Aunque estos cúmulos de ionizaciones se dan en bajo porcentaje, cuando ocurren dentro del ADN la célula tiene
una mayor dificultad de hacer frente al daño. Por otro lado, las partículas ionizadas son altamente reactivas y
generan una cascada de reacciones químicas que pueden alterar o romper los enlaces químicos de las moléculas
que conforman el ADN. La radiación ionizante deposita la energía aleatoriamente causando diferentes daños en las
células, la cual tiene diferentes blancos (agua, RNA mensajero, proteínas entre otros), si es de esta manera se puede
considerar una mayor recuperación ya que se disminuyen los daños que puede traer el efecto de incidir sobre un
grupo de moléculas de un solo tipo. En el caso del ADN, una gran molécula (gran blanco), su afectación es crónica
al exponerse a radiaciones ionizantes debido su papel central en el funcionamiento de la célula y a su bajo recambio.
En resumen, el daño directo que la radiación puede producir a la molécula de ADN se puede dar de las siguientes
maneras [52]:
Rompimiento o alteración de los enlaces puente de hidrógeno de las bases nitrogenadas.
Rompimiento de una cadena de la molécula del ADN.
Rompimiento de las dos cadenas de la molécula de ADN.
(a) (b)
Figura 2.5: (a) Trayectorias simuladas para electrones de 1keV, con grupos de ionizaciones de 2.3nm. (b) Ilustración
de un daño múltiple local producido por un grupo de ionizaciones en una doble hélice de ADN. [61]
Las consecuencias de un daño permanente en la estructura del ADN puede inducir muy probablemente la muerte
de la célula, esta estructura ha sido considerada el blanco principal que induce la muerte celular.[62] demostró
mediante una serie de montajes experimentales la relación de la muerte celular con la dosis recibida en el núcleo
. Las pruebas constaban de tres fuentes de irradiación, en la primera se administraba en la membrana plasmática
el radiotrazador 125I-Concanavalina, en la segunda se administraba al núcleo 3H-Thimidina y el tercer modo de
irradiación era a través de una fuente de rayos X que irradiaba globalmente las células. Como se puede ver en la
tabla 2.1, la muerte celular está muy relacionada con la dosis1 que recibe el núcleo.
Tipo de fuente/ Dosis de radiación [Gy]
Radioisótopo Núcleo Citoplasma Membranas
Rayos X 3.3 3.3 3.3
3H-Thimidina 3.8 0.27 0.01
125I-Concanavalina 4.1 24.7 516.7
Cuadro 2.1: Toxicidad de radioisótopos dependiendo su distribución celular.
Debido a la importancia del ADN en las células y organismos, existe una serie de procesos y rutas naturales que
incluyen la reparación frente a un daño inducido por diferentes agentes (ingestas química, radiación ionizante y
UV). Entre los sistemas de reparación especializada se tiene la detección y reparación de las bases nitrogenadas
dañadas (reparación por escisión de bases-BER), reparación del rompimiento de una sola cadena (SSBR) [61]. De
igual manera la respuesta frente al daño del ADN incluye un grupo de rutas de señalización relacionadas entre si, que
conllevan a una respuesta de la célula diferente. Este sistema pude ser dividido en dos partes, por un lado están los
sensores del daño, y por el otro están los que responden y reparan dicho daño -Efectores- (Figura 2.6). Los sensores
del daño del ADN consisten en unas proteínas especializadas (MRNATM, KuDNA-PKcs, and ATRIPATR )
que activan un árbol de rutas de señalización que pueden conllevar a una reparación física del ADN, una muerte
programada o un punto de registro (checkpoint) dentro de una de las etapas del ciclo celular.
2.6. Efecto del oxígeno en la radiosensibilidad celular:
La respuesta de las células a la radiación ionizante es fuertemente dependiente al oxígeno presente en el medio
[22, 17]. Cuando una población de células es irradiada con rayos x y γ bajo condiciones de hipoxia o aeróbicas
se puede observar grandes diferencias en cuanto a la radiosensibilidad manifestada. La forma de las curvas de
supervivencia es muy similar solo que la dosis necesaria para alcanzar un nivel de supervivencia determinado es
multiplicada por un factor de alrededor 3 cuando las células están en ausencia de oxígeno. Es sabido también que
1Cada fuente de radiación fue calibrada de tal manera que se depositara la misma dosis aproximadamente al núcleo.
Figura 2.6: Representación de los mecanismos de respuesta celular frente al daño del ADN. [61]
muchos autores han reportado variaciones en la forma de la curva, en especial una reducción del hombro cuando la
irradiación se da en condiciones hipóxicas [6, 35].
La relación de dosis requerida para un efecto biológico dado en condiciones de hipoxia y/o normoxia es denominado
OER (Oxygen Enhancement Ratio) y está definido por la ecuación2.1.
OER =
Dhypoxia
Dnormoxia
(2.1)
Donde Dhypoxia es la dosis de radiación en condiciones de hipoxia y Dnormoxia es la dosis de radiación en normoxia
para el mismo efecto biológico, o fracción de supervivencia. El oxígeno es un poderoso agente sensibilizador. Para
un tipo de radiación dada, por lo general el OER es independiente del sistema biológico irradiado o el efecto
considerado, como la supervivencia de células de mamífero, inactivación de bacterias o inactivación del crecimiento
de plantas etc. Este comportamiento es de esperarse ya que el oxígeno actúa sobre los radicales libres y tiene un
efecto similar sin importar el sistema[61].
La OER depende de la LET (ver la sección 1.2). Para radiaciones de bajo LET (rayos x, γ y electrones de lata
energía) el OER se encuentra en la región de 2.5 a 3, mientras que 1.6 para neutrones rápidos, y cercano a 1 para
partículas α de algunos MeV (valores de LET aproximadamente de 150keV)
El crecimiento desordenado de células malignas y el lento crecimiento de los vasos sanguíneos propician un inadecua-
do suministro de nutrientes y de oxígeno. [50] demostraron las importantes consecuencias de las células hipóxicas en
radioterapia a través de algunos cortes histológicos de carcinoma bronquial de humano, observando algunas zonas
necróticas desarrolladas en grupos de células tumorales en el estroma (figura 2.7). En la figura 2.7 se puede ver
cómo grupos de células de menos de 0.3mm en el estroma no presentan necrosis, pero por otro lado si estos son de
más de 0.4mm ya se empieza a notar su presencia. En masas tumorales muy grandes la zona de necrosis central
incrementa, pero el espesor de células viables permanece constante (180µm aproximadamente). Los investigadores
previamente mencionados relacionaron estas observaciones con un estudio de poder de difución de oxígeno, en teji-
dos con metabolismo normal la tensión del oxígeno cae progresivamente a cero a una distancia de150-200µm desde
el capilar, correspondiendo exactamente al espesor de células viables.
Es evidente la relación que tiene la necrosis tumoral con la falta de oxígeno, sin embargo, las células aparentemente
sanas cerca o en las regiones necróticas o con un nivel de tensión de oxígeno crítico siguen siendo viables. La presencia
de incluso un cantidad pequeña de células hipóxicas que en otros términos se entienden como radioresistentes, dentro
de un tumor maligno representa un factor importante en la respuesta a la radiación.
Kallman y van Putten[31, 36] siguieron la variación del porcentaje de células hipóxicas en un tumor después de
varios esquemas de radiación. Estos autores encontraron una proporción de 14% de células hipóxicas antes de ser
Figura 2.7: Ilustración del desarrollo de células hipóxicas en tumores malignos [50]
irradiadas. Después de cuatro o cinco fracciones de 1.9Gy, se observó la misma proporción de células hipóxicas, a
diferencia de la mayor cantidad que se esperaba ya que son tres veces (aprox) más radioresistentes que las células
aeróbicas. Los resultados infieren en el cambio que pueden tener las células hipóxicas en condiciones aeróbicas. Este
fenómeno de reoxigenación es rápido y se completa a las 24 horas según lo descrito en el experimento
2.7. Hipoxia celular
La hipoxia es definida como la condición que refiere bajas condiciones de oxígeno en el ambiente. A nivel celular
se habla de hipoxia cuando hay cantidades de O2 menores al 5% de la concentración de gases que le rodea entre
CO2 y N2. En radioterapia la hipoxia protege las células de dosis de radiación generando focos de crecimiento
debido a que responde a la radiación por medio de la generación de citoquinas capaces de inhibir apoptosis en
células endoteliales, disminuyendo la respuesta al tratamiento por le poco daño vascular [34, 5], es decir, se induce
radioresistencia en estas áreas del tumor dificultando la efectividad del tratamiento que se le pueda suministrar a
un paciente.
La homeostasis del oxígeno y la respuesta a la hipoxia a nivel celular es regulada por el Factor de transcripción
Inducido por Hipoxia (HIF-1), siendo determinante en la angiogénesis y como agente regulador en procesos de
invasión y metastización determinantes en la agresividad tumoral [53, 30] . El HIF-1 es un heterodímero compuesto
por cadenas α (parte reactiva al oxígeno) que se compone de 3 subunidades (HIF −1α,HIF −2α,HIF −3α) y una
β (HIF − 1β) dispuestas en doble hélice [54]. Su estabilidad está regulada por la hidroxilación de los residuos de
prolina cuando hay presencia de oxigeno, permitiendo el reconocimiento de la proteína pVHL (Von Hippel Lindau) y
la ubiquitina para una degradación natural y así impedir la acumulación nuclear que podría generar la activación de
otros factores importantes en la resistencia celular, tales como el VEGF (Factor de Crecimiento vascular Endotelial),
el FbGF (Factor de Crecimiento de Fibroblastos Básicos) entre otros [27, 51], [40] y sus colaboradores al investigar
la cinética de la reoxigenación en líneas celulares tumorales encontraron simultáneamente un aumento del HIF-1
después de haberse suministrado una dosis de radiación. A partir de la evidencia propusieron que el estrés granular
por influencia de los radicales de oxígenos generados por las ionizaciones inhiben la actividad del HIF-1 mientras
este se va acumulando (no es metabolizado) para una posterior reutilización, aumentando significativamente y muy
rápido los niveles de actividad del HIF-1.
2.8. Las 5 Rs de la radiobiología
Existe una serie de factores, los primeros 4 recolectados por Withers(1975), que contribuyen a la probabilidad de
control local después de un tratamiento de radioterapia (específicamente fraccionada), estos son: Recuperación de
daño subletal, Redistribución del ciclo celular, Repoblación celular y Reoxigenación tumoral. La quinta R propuesta
por Steel y colaboradores es Radiosensibilidad intrínseca.
2.8.1. Recuperación de daño subletal
La recuperación del daño subletal se refiere a los proceso en los cuales la función de las macromoléculas se restablece
y repercute en el incremento de la supervivencia celular. Sin embargo, la reincorporación, o el restablecimiento de
una ruptura de la(s) cadena(s) de ADN no propende necesariamente a una reparación. Es por esto que estrictamente
no se habla en este término, ya que la recuperación en sí puede dar pie a posibles mutaciones o anomalías metabólicas
que no coincida con un estado anterior a la exposición de radiaciones ionizantes.
2.8.2. Redistribución del ciclo celular
La radiosensibilidad de las células varía considerablemente conforme cambia su estado dentro del ciclo celular.
Esto ha sido estudiado en diferentes lineas celulares mediante técnicas de sincronización y de señalización por
fluorescencia para obtener poblaciones de células en cada fase del ciclo celular. Se ha encontrado que en la fase S
(en especial al final de esta etapa) las células son más radioresistentes, mientras que para el estado G2 tardío y la
mitosis las células se muestran más sensibles. La razón de la resistencia en la fase S se debe a que en la creación
de la cadena homóloga para la recombinación y la mitosis, que se forma en este momento (ver sección 2.2), cuenta
con una serie de proteínas y mecanismos que garantizan la correcta realización de la cadena hermana ejecutando
cambios estructurales del ADN, lo cual facilita un acceso fácil y rápido de reparación durante la replicación.
2.8.3. Repoblación celular
La repoblación celular se refiere al aumento del número de divisiones celulares como mecanismo de compensación,
siendo más importante en los tejidos y tumores con tiempo de duplicación pequeños. Cada fracción de un esquema
de radioterapia de varias sesiones reduce la población total de las célula clonogénicas tumorales. En general las
células que sobreviven a la radiación pueden repoblar el tumor por proliferación y/o reducir la pérdida celular.
La repoblación de las células clonogénicas tumorales puede ocurrir simultáneamente a la administración de la
radioterapia y por lo tanto puede afectar la eficacia del tratamiento.
2.8.4. Reoxigenación tumoral
Si un tumor es irradiado con una alta dosis de radiación única, la mayoría de las células aeróbicas radio sensibles
en el tumor morirán, y predominantemente la mayoría de células sobrevivientes serán las hipóxicas, conformando
un 100% (aprox) el tumor restante. Hasta este punto el estado de oxigenación de las células no ha cambiado, sin
embargo, debido a una serie de procesos que no son bien entendidos aún y a la mayor disposición de oxígeno que ya
no es consumido por las células aeróbicas que murieron por la radiación, el nivel de oxígeno aumenta dentro de la
masa tumoral y disminuye la fracción hipóxica radiobilógica. Este proceso de reoxigenación ha sido reportado para
varios tipos de tumores y en diferentes ratas de tiempo según el mecanismo que se de, tal como lo muestra la tabla
2.2.
Mecanismo Tiempo
Recirculación a través de vasos cerrados Minutos
reducción de respiración en células dañadas Minutos
Muerte izquémica celular Horas
Muerte mitótica de células irradiadas Horas
Reabsorción celular por contracción medular Días
Cuadro 2.2: Mecanismo de reoxigenación y tiempo estimado[61].
2.8.5. Radiosensibilidad intrínseca
El concepto de radiosensibilidad celular intrínseca, o simplemente radiosensibilidad, indica el grado de susceptibi-
lidad (pérdida de capacidad reproductiva) ante la radiación, independientemente de los factores ambientales. Se
puede cuantificar evaluando el grado de daño genético radioinducido.
Capítulo 3
Supervivencia celular
Una forma de ilustrar cómo la radiación puede matar una célula es la idea de que hay regiones específicas de ADN
que son importantes para mantener la capacidad reproductiva (viabilidad) de la célula. Estas regiones sensibles
pueden entenderse como blancos, de manera que la supervivencia de la célula puede ser relacionada con el número
de blancos inactivados. Hay dos versiones de esta idea que han sido comúnmente usadas, la primera propone que un
solo impacto (interacción) de la radiación a un solo blanco sensible podría propiciar la muerte celular, este modelo
es llamado blanco único / impacto simple , y representa la curva de supervivencia de manera exponencial, que
en escala semi-logarítmica se ve como linea recta (figura 3.1.a). A causa del comportamiento esperado, este suceso
puede describirse mediante la estadística de Poisson (ecuación 3.1), ya que se asume que durante la irradiación hay
un número muy grande de posibles interacciones en diferentes lugares de las células, pero la probabilidad (p) de
una siguiente interacción es muy pequeña, así que para cada célula:
psupervivencia = p(0 impactos) = exp (−D/D0) (3.1)
Donde D0es definida como la dosis que en promedio genera un impacto en un blanco.
Figura 3.1: Representación de las dos teorías de impactos más famosas. (a) Blanco único/impacto simple (b) Blanco
múltiple/impacto simple. [61]
A la hora de analizar la supervivencia de las células de mamíferos se puede apreciar una curva o un hombro en
bajas dosis respecto a los primeros valores de supervivencia, diferente al comportamiento de la supervivencia o
inactivación en pruebas con virus y bacterias que tiende a ser en linea recta. Con el ánimo de modelar mejor este
comportamiento curvo, se propuso una teoría más general llamada blanco múltiple / impacto simple. En esta
idea de varios blancos, o en realidad, un blanco extendido solo es necesario un único impacto en alguno de las n
regiones sensibles de la célula que conlleve a su muerte. La forma de la curva de supervivencia se puede ver en la
figura 3.1.b y nuevamente se puede desarrollar este comportamiento mediante la estadística de Poisson (ecuación
3.5).
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Figura 3.2: Modelos con una muerte celular no exponencial pero con una una pendiente finita. (a) Modelo de dos
componentes y (b) Modelo lineal cuadrático. [61]
p(0 impactos en un blanco) = exp (−D/D0) (3.2)
por lo tanto para un solo blanco:
p(blanco especı´fico) = 1− exp (−D/D0) (3.3)
y como hay n blancos en la célula:
p(inactivacio´n n blancos) = (1− exp (−D/D0))n (3.4)
la supervivencia sería:
p(supervivencia) = 1− (1− exp (−D/D0))n (3.5)
Sin embargo el mayor problema de estos modelos es considerar los muchos blancos que no han sido identificados
para las células de mamíferos, es más significativo y fácil de medir la importancia que desempeña el papel de la
reparación del rompimiento de las cadenas de ADN y su efecto en la supervivencia global del sistema.
La forma de caída continua de una curva de supervivencia es fácilmente ajustada por un polinomio de segundo
orden con un término constante para que la fracción supervivencia (SF) a cero dosis sea igual a 1. Esta es la
formulación exacta con la que parte el modelo lineal cuadrático (LQ-M), que si bien es una definición meramente
matemática se ha podido incorporar mecanismos radiobiológicos a este modelo. La supervivencia se define entonces
como (ecuaciones 3.6 y 3.7):
− ln(SF ) = αD + βD2 (3.6)
p(supervivencia) = SF = exp(−αD − βD2) (3.7)
y está representada en la figura 3.2.b. Aunque este modelo y el anterior mencionado son comparables y de alguna
forma se comportan de forma similar, la fórmula del LQ-M da una mejor descripción de la respuesta en la región de
bajas dosis (0-3Gy), ya que la curva de supervivencia depende de la relación α/β para definir el comportamiento
de la supervivencia relacionando altas y bajas dosis entre sí. Como la unidad del α es Gy−1 y para β es Gy2, esta
relación da cuenta de un valor (en Gy) que se ilustra en 3.2.b y que indica la dosis en la cual la contribución de
los daños letales provocados por la radiación, es decir la componente linear en escala semilog. , es igual a los daños
subletales que corresponde a la componente cuadrática.
Siguiendo con el análisis de la 3.2, se observa también que en el LQ-M no hay un valor de D0, y si se quisiera
comparar resultados de supervivencia celular comparando estos modelos relacionados, la descripción matemática
más precisa deD0 es la inversa de la expresión diferencial de − ln(s) respecto a la dosis [61]. Aplicando esta definición
se tiene que D0 = 1/(α+2β), lo cual deja claro que en el modelo lineal cuadrático esta dosis de referencia (D0) que
se refiere a la capacidad de impacto de la radiación en un blanco no es constante y decrece conforme aumenta la
dosis.
El modelo lineal cuadrático es ampliamente usado por su buena descripción de la supervivencia celular en ensayos
in vitro e in vivo [61]. Permite una interpretación sencilla de la muerte celular por impactos únicos (exp(−αD))
e impactos múltiples (exp(−βD2)), demostrado por los diferentes ensayos variando la tasa de dosis (ver 4.4, [48,
61]). Se demostró que al aumentar la tasa de dosis la supervivencia celular describe una respuesta en linea recta,
desapareciendo la parte cuadrática.
Figura 3.3: Supervivencia celular modelada con las ecuaciones lienar cuadrática y linear cuadrática cúbica. [61]
Si bien la descripción de la supervivencia celular del modelo en cuestión explica satisfactoriamente su comporta-
miento en un amplio rango terapéutico (hasta 5-6Gy) [61], cuando se evalúa dosis más elevadas se ha encontrado
que la supervivencia actúa de forma más lineal de lo esperado. Una forma de ajustar este comportamiento desde el
modelo lineal cuadrático a los niveles de altas dosis es adicionar un término proporcionalmente cúbico pero opuesto
(figura 3.3), la supervivencia se expresaría con la ecuación 3.8:
p(supervivencia) = exp(−αD − βD2 + γD3) (3.8)
La cual está definida para una dosis DL que es a la cual empieza el comportamiento lineal característico de las altas
dosis y el valor gamma γ = β/3DL. Empero ya este ajuste solo son aproximaciones matemáticas o empíricas como
la de otros modelos que explican la supervivencia a latas dosis, ya resulta complicado establecer el sentido físico o
biológico de estos parámetros.
Capítulo 4
Curvas de supervivencia
Una curva de supervivencia es una gráfica de la fracción de agentes biológicos (células, bacterias, personas, animales,
etc.) que sobreviven frente a una dosis determinada de radiación, medicamentos citotóxicos u otro agente mortal
[18]. La Fugura 4.1 muestra la supervivencia en escala lineal (Fig, 4.1.a), esta curva para células irradiadas en medio
de cultivo tiene la forma sigmoidea (un hombro seguido por una curva asintótica que se aproxima a cero). Para
indicar la sensibilidad de las células, se toman en cuenta los valoresED50 y ED90 que se refieren a la dosis necesaria
para matar el 50 y 90% de la células respectivamente.
Figura 4.1: Una curva de supervivencia típica para células irradiadas en medio de cultivo, graficada en escala linear
(a) y semi-logarítmica (b). [18]
La representación de la supervivencia en escala semi-logarítmica (Fig 4.1.b) se debe ya que al considerar la muerte
celular como resultado de eventos aleatorios de radiación de impacto único, la curva será exponencial en función de
la dosis, y si se gráfica en escala semi-logarítmica, toma la forma de una línea recta, permitiendo un fácil análisis.
De igual manera, la escala semi-logarítmica permite evidenciar fácilmente la respuesta de las células a niveles de
muy baja supervivencia.
El objetivo principal de los estudios de supervivencia de células clonogénicas (células con capacidad de formar
colonias de acelerado crecimiento) es poder entender su comportamiento y hacer algunas predicciones que ayuden al
mejoramiento de las terapias contra el cáncer. Por ejemplo tratamientos incompletos dan pie a una fase de regresión
del tumor que podría generar una recurrencia (Figura 4.2). La regresión es debida a la muerte y a la desaparición
de células por la radiación, la tasa de este fenómeno difiere ampliamente de un tumor a otro y está directamente
relacionado con el componente de la repoblación celular, la cual se refiere al crecimiento del tumor a causa de la
reproducción de las células que sobrevivieron a los agentes estresantes a los que fueron sometidas.
Es un objetivo muy difícil la erradicación de cada célula tumoral clonogénica, ya que cada gramo de tumor puede
contener 10E9 células, de las cuales solo un 1% pueden ser clonogénicas, y si se considera que un tumor tiene una
masa de cientos de gramos, el número de células clonogénicas podría ser mayor a 10E9. Un ejemplo de esto se puede
ver en la Figura 4.6, la cual ilustra la respuesta de un tumor que contiene 10E10 células clonogénicas sometido
a radioterapia y llevándolo a un esquema de tratamiento estándar de 30Gy en fracciones de 2Gy, reduciendo el
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Figura 4.2: Respuesta de un tumor frente a un tratamiento de control resulta en dos procesos, regresión y repoblación.
número inicial de células e indicando el nivel en que se puede buscar un fin curativo, sin embargo un 99% de muerte
celular no es garantía para lograr un control local del tumor [63].
Figura 4.3: Esquema de la respuesta de un tratamiento de radioterapia que reduce la supervivencia a la mitad.
Las curvas de supervivencia han permitido el análisis de la redioresistencia de los tumores frente a condiciones
intrínsecas y extrínsecas del medio, entre estos factores se puede mencionar el estadio del ciclo celular, los niveles
de oxígeno presentes , la calidad de energía o energía linealmente transmitida (LET) y la tasa de dosis:
4.1. El ciclo celular:
La radiosensibilidad de las células varía considerablemente dependiendo del estadio del ciclo celular en que se
encuentre, Fig4.4 [55]. La vida de las células es convencionalmente dividida en 4 fases que comprenden el nacimiento
en la mitosis, un periodo para la síntesis del ADN en la fase S, precedida de la fase G1 y seguida por la fase G21.
Aunque esta tendencia no se haya estudiado en un gran número de líneas celulares, en términos generales las células
que están en la fase S (especialmente la parte tardía), demuestran mayor radioresistencia en comparación a la fase
G2 y de mitosis que son las más radio sensibles [9]. La razón de la resistencia en la fase S puede ser relacionada a la
conformación del ADN que ocurre en este tiempo, y por lo cual cuenta con mayor número de agentes reparadores,
mientras que en G2 es probable que afecte el corto tiempo que tiene la célula en reparar los daños provocados por
la radiación antes de ser llamada a dividirse.
1Ver la sección 2.2
Figura 4.4: Variación de la radiosensibilidad con las fases del ciclo celular
4.2. El oxígeno:
(a) (b)
Figura 4.5: Efecto del oxígeno en la supervivencia celular, (a) Curvas de supervivencia para células de mama
cultivadas en condiciones de hipoxia y normoxia, con un OER= 2.8, (b) variación del OER con la tensión del
oxígeno
La respuesta de las células a la radiación ionizante es fuertemente dependiente al oxígeno. Tal como se muestra en la
Fig 4.5, la fracción de supervivencia para células cultivadas en condiciones normales y de hipoxia tiene una respuesta
completamente diferente entre sí, favoreciendo la supervivencia de aquellas que fueron cultivadas en condiciones
de poca presencia de oxígeno. Si se analiza el infecto en términos de dosis, esta diferencia infiere en el cálculo de
una relación mejor adora por oxígeno denominada OER, que es simplemente la relación de las dosis necesarias
para generar el mismo efecto en los dos casos de cultivos analizados. Para muchas células, el OER al irradiar con
rayos X es aproximadamente 3, sin embargo, investigaciones relacionadas han demostrado una disminución de esta
relación para el mecanismo de único impacto respecto al mecanismo de doble impacto del modelo lineal cuadrático
[45, 9, 42]. Estos descubrimientos tienen gran peso científico ya que los resultados aplican para dosis menores a 3Gy,
el cual es el rango de administración de dosis terapéutica por sesión.
Se ha demostrado en varios estudios que el efecto del oxígeno solo ocurre si el oxígeno está presente durante
la irradiación o está algunos milisegundos después, esto debido a que el oxígeno modifica las reacciones de los
radicales libres formados, dejando una mayor fijación del daño del ADN. La dependencia del OER con la tensión
del oxígeno es mostrado en la figura 6, por definición, el OER bajo condiciones anoxias es de 1.0, a medida que el
nivel de oxígeno incrementa, la radiosensibilidad aumenta. Estos cambios ocurren principalmente con presiones de
0-20mmHg, incluso si se aumenta la concentración de oxígeno a una presión registrada en el aire de 155mmHg o
100% de oxígeno (760mmHg) que tiene muy pequeña influencia de radio-sensibilizador [18].
4.3. La calidad de energía (LET):
La respuesta de las células frente a diferentes calidades de radiación2 varía en términos de supervivencia. Cuando
se habla de calidades de radiación se tiene en cuenta si son fotones (X y γ), electrones (producidos por acelerador
o β−), neutrones, protones, partículas alpha, etc., así como también la energía o el espectro de energía con que
cuentan este tipo de radiaciones anteriormente mencionadas. La transferencia linear de energía (LET) es sólo otro
término de poder de frenado (de colisión), haces de baja LET (X, γ) tienen poca densidad de ionización a lo largo
de las interacciones con las partículas secundarias cargadas. Para baja LET 1Gy corresponde alrededor de 1000
interacciones con electrones del medio, pero solo ocurren 4 si se comparan con las partículas alfa que es considerada
de alta LET, Figura 4.6. En esta figura se ve el esquema (el núcleo de una célula) de una trayectoria desordenada
con depósitos menores de energía para partículas de baja LET comparada con las pocas interacciones que tiene una
partícula de alta LET pero que deposita más energía en su trayectoria.
Figura 4.6: Esquema de la trayectoria de radiación de baja (arriba) y alta (abajo) LET. La radiación de baja LET
interactúa menos pero deposita más energía
Diferentes ensayos llevados a cabo con diferentes calidades de radiación [49, 14, 29, 19] se ven resumidos en la Figura
4.7, mostrando la fracción de supervivencia en función de la dosis, en donde las curvas que relacionadas con los
ensayos de alta LET presentan caídas más rápidas (es decir más letales) y a medida que la LET va bajando, la
supervivencia va aumentando.
4.4. Tasa de dosis:
El principio radiobiológico que predomina al comparar la respuesta del tejido vivo frente a radiaciones ionizantes
de baja y alta tasa de dosis, es la aparición de efectos agudos y tardíos. Como se puede ver en la Figura 8, la gráfica
de la izquierda describe el comportamiento característico de una muerte celular rápida (efectos agudos con un α/β3
bajo ) que propicia la exposición a una tasa de dosis de radiación alta. De igual manera, la gráfica de la derecha
deja ver un comportamiento diferente para baja tasa de dosis, permitiendo una reparación celular y una muerte
menos acelerada (α/β mayor) debido a la prevalencia de efectos tardíos [47].
El efecto clásico de la tasa de dosis, representa la capacidad de la célula por factores internos dependiendo el tipo de
células y externos (mayor o menor radiación por unidad de tiempo) de reparar el daño subletal durante un tiempo
controlado de exposición [20].
Las tasas de dosis usadas para la mayoría de estudios en radiobiología de células y tejidos, están en el rango de
1-5Gy/min, el cual es el intervalo usado clínicamente para radioterapia externa [61]. Por ejemplo, los tiempos de
exposición para una dosis de 2Gy es de un par de minutos aproximadamente, dentro de este tiempo se da a lugar
2ver Aspectos Físicos: Transferencia Lineal de Energía
3ver modelo linear cuadrático
Figura 4.7: Curvas de supervivencia celular de células de riñón humano a diferentes calidades de radiación y rayos
X de 250kV. [19]
Figura 4.8: Efecto en la tasa de supervivencia celular de tasa de dosis.
los procesos químicos iniciales generados por la radiación, pero los tiempos de irradiación no son lo sufucientemente
largos para que ocurra una reparación del daño del ADN u otro proceso biológico significativo. Por otro lado las
tasas de dosis bajas toman un mayor tiempo en entregar una energía determinada, por lo tanto hay un intervalo de
tiempo en el que ocurren procesos biológicos que reparan algunos daños causados por la radiación misma.4
4.5. Esquema de fraccionamiento:
El intervalo de tiempo en que se suministran cantidades de dosis hasta llegar a una dosis total requerida, es una
variable que determina el tiempo de recuperación de los daños subletales de las células. Este esquema permite
analizar el efecto de la respuesta de las células a una dosis de radiación fraccionada por intervalos de tiempo
determinados, llegando a un mismo efecto (como puede ser el de la supervivencia del 50%) pero requiriendo una
dosis final mayor. En la Figura 4.9 se puede observar el comportamiento de las células al aumentar las fracciones de
dosis a suministrar [20]. Las curvas de recuperación características después de cada fracción a entregar significan un
aumento en la población celular debido a los tiempos de latencia, o de reposo, que tienen las estructuras celulares
para repararse y reproducirse hasta ser expuestas a una fracción nueva.
El efecto del fraccionamiento de dosis, si bien requiere una dosis más alta para llegar a un efecto deseado, en com-
paración con la administración de dosis con única fracción, para efectos clínicos,presenta menores efectos adversos
ya que estas curvas son una representación también del comportamiento del tejido sano, dando espacios de tiempo
4Estos procesos están descritos en las 5Rs de la radiobilogía 2.8
de recuperación y disminuyendo la probabilidad de inducir radionecrosis o efectos adversos en tejidos aledaños, ya
que se disminuye la generación de efectos agudos y letales.
Figura 4.9: Gráfica del comportamiento de la supervivencia celular al variar el fraccionamiento de la entrega de
dosis comparada con una dosis única
Capítulo 5
Aspectos Dosimétricos
Los aspecto dosimétricos que se mencionan a continuación hacen parte fundamental en el desarrollo de este trabajo
final de tesis de maestría debido a la enorme importancia que tiene garantizar y comprobar los niveles de radiación
a los que fueron sometidas las lineas celulares. Verificar que el material del simulador físico no haya perturbado los
cálculos de la planeación dosimétrica garantizó una adecuada irradiación dentro del montaje experimental.
5.1. Dosimetría de película radiográfica
La dosimetría de película es una técnica que permite cuantificar y/o visualizar distribuciones de dosis por radia-
ciones ionizantes. El mecanismo físico de la formación de imagen y su revelado es el mismo tanto para películas
radiográficas como fotográficas [18]. El componente activo de las placas es una emulsión con cristales de haluros
de plata (principalmente AgBr) protegida con dos láminas plásticas pegadas por ambos lados para dar rigidez y
soporte por cuestiones de manipulación.
La composición de la emulsión es característica de cada casa comercial que fabrica las películas, por lo general
las emulsiones tienen bajas proporciones en agentes yodados (AgI) para crear imperfecciones en la red cristalina
del compuesto y así establecer rangos de sensibilidad frente a la radiación que ioniza de dicha estructura. Una red
cristalina convencional se puede ver en la figura 5.1.
Figura 5.1: Red cristalina de AgBr-AgI . [Christensen et al, 1972]
El proceso físico de la formación de la imagen inicia con la interacción de la radiación ionizante con los cristales
de bromuro de plata dejando una cantidad de electrones intersticiales en el medio, dando pie a una migración
de estos electrones a las zonas electrofílicas (que en estos casos es la plata ionizada de la red - Ag+). Cuando la
plata empieza a recibir estos electrones producto de las ionizaciones dadas va tomando un color oscuro cuando se
encuentra en su estado base, generando focos de la imagen latente[18].
En dosimetría la imagen latente se entiende como el rastro que deja la radiación ionizante en la película debido a
las interacciones de los materiales que la conforman, normalmente no es perceptible hasta ser tratada mediante un
procesado químico [3, 18]. Este tratamiento consta de:
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Figura 5.2: Curva sensitométrica común para una placa radiográfica [48]
El revelado es un proceso en el que la placa es sometida a una sustancia alcalina (rica en electrones), alguno
de ellos puede ser la hidroquinona o Metol. Este agente permite llenar todos los focos de la imagen latente
y sus periferias principalmente que quedaron hábidas de electrones después de ser expuestas a la radiación
ionizante intensificando la zona que fue desestabilizada electrónicamente. Como la migración de los electrones
inicialmente corresponde a una distancia muy pequeña (µm), la resolución espacial con la que cuenta este
sistema es muy buena. (este proceso debe hacerse en completa oscuridad)
El fijado consiste en la interrupción de este proceso a través de agentes acidificadores (como el tiosulffato
de sodio, solución rica en iones positivos) que a su vez va limpiando la emulsión uniéndose a los haluros no
revelados. Acá es más notorio el color oscuro de la plata estable durante el proceso de la creación de la imagen
latente y del revelado.
El lavado es el último proceso que se hace con agua común para remover las últimas impurezas y conglome-
raciones resultantes
El grado de oscurecimiento de la película en conclusión es la respuesta que tiene este sistema a la radiación ionizante
a la que se expone. Para poder cuantificar este valor se recurre a un valor llamado densidad óptica (D.O.), el cual
es el que permite calibrar la película y establecer cuanta energía (dosis de radiación) pasó por allí. La D.O. está
definida como (ecuación 5.1):
D.O. = log10
(
I0
I
)
(5.1)
Donde I0 es la intensidad medida de un densitómetro (fuente de luz calibrada) sin ninguna película de por medio,
mientras que I es la intensidad medida con la película expuesta. Una curva típica de sensitometría para una curva
se muestra en la figura 5.2 en donde se pueden diferenciar cuatro regiones:
1. Fog : fondo o nivel base para ninguna exposición.
2. Toe: Base de la curva de exposición, región mínimamente sensible
3. Parte lineal : es el rango en que responde linealmente las D.O. respecto a la dosis
4. Hombro: Es la región de saturación de dosis para altas exposiciones.
5.2. Índice gamma [γ]:
El método del índice gamma [37] está diseñado para la comparación de las distribuciones de dosis. Una de estas es
definida como la distribución de referencia o teórica (Dr(r)) y la otra es tomada como distribución a evaluar (Dc(r)).
Figura 5.3: Representación esquemática del concepto teórico de evaluación gamma. [58]
La figura es una representación del análisis gamma de distribuciones de dosis en dos dimensiones. El criterio de
aceptación depende de la evaluación de la diferencia de dosis (∆DM ) respecto a la correspondencia espacial (∆dM )
en un punto rr de interés que recibe una dosis Dr, y está definió por una función elipsoidal ( ecuación 5.2):
1 =
√
∆r2
∆d2M
+
∆D2
∆D2M
(5.2)
en donde ∆r es la distancia entre el punto de comparación y el de referencia, al igual que ∆D pero diferenciando
la dosis en cada uno de estos puntos. Cuando se tiene un buen acuerdo y coincidencia en la comparación el índice
γ se espera que sea menor o igual a uno, si este valor es mayor a uno se dice que falla el análisis y que la medida a
comparar no es fiel a la de registro o de referencia.
5.3. Dosimetría con cámara de ionización
Las cámaras de ionización son dispositivos que cuantifican el número de iones en el medio para evaluar la energía
entregada por una fuente de radiación ionizante [24], mediante la colección de cargas por dos placas separadas de
metal (plano-paralelas o coaxiales) a las que se les aplica un potencial que mueven los iones hacia los electrodos
de signo opuesto, creando así una corriente de ionización, que puede ser medida por un electrómetro. Una cámara
de ionización de placas paralelas está formada por dos placas planas, una ventana de entrada, el electrodo de
polarización y la pared del fondo y el electrodo de recolección, así como un sistema de protección del anillo. La
pared del fondo es generalmente un bloque de plástico o un material no conductor (generalmente de metacrilato o
poliestireno) con una fina capa conductora de grafito que forman el electrodo colector.
Figura 5.4: Esquema de una cámara farmer [18]
El principio de funcionamiento de las cámaras cilíndricas es similar que al de las cámaras paralelas en cuanto a
la recolección de carga, solo que en este caso no hay dos placas dispuestas una frente a la otra, sino un alambre
concéntrico (generalmente cátodo) y un cilindro concéntrico y hueco que hace las veces de contraparte de carga [48].
Las cámaras cilíndricas pueden ser usadas para realizar medidas relativas y absolutas. Para esta última la lectura
debe ser intervenida por un factor de calibración (según el protocolo que se use Nko ND,w) con el fin de determinar
las unidades absolutas (Gy) en el punto de lectura.
Siguiendo el protocolo 398 del Organismo Internacional de Energía Atómica (IAEA) para una medida absoluta una
cámara en general debe tener en cuenta ciertos factores que por cuestiones físicas deben tomarse en cuenta a la
hora de intervenirse la lectura. Estos factores vienen dados por:
Temperatura, presión y humedad:
La masa contenida en el volumen de aire de la cámara es ρair ∗Veff siendo ambos la densidad y el volumen efectivo
de la cámara respectivamente. Debido a que la mayoría de las cámaras están abiertas (expuestas a condiciones
ambientales) la densidad del aire depende directamente de la presión atmosférica, la temperatura y la humedad
lo cual afecta la colección de carga. En general la calibración de estos instrumentos las realizan en condiciones
denominadas de referencia que son 20oC, 101.23kPa, y una densidad de aire seco de 1.293kg/m3. Estos efectos son
corregidos con el factor de corrección por presión y temperatura KT,P , ecuación 5.3:
KT,P =
(273,2 + T )
(273,2 + T0)
∗ P0
P
(5.3)
Donde P0 yT0 son los valores de referencia (generalmente 101.3kPa y 20oC) y P y T son los valores obtenidos en
el momento de la medición. Si el factor de calibración que viene referido a una humedad relativa del 50% y se usa
en un rango entre 20-80% no es necesario corregir por humedad [24].
Voltaje aplicado, polaridad y recombinación:
Si la cámara de ionización y el electrómetro se calibran conjuntamente, el factor de calibración de la cámara ya ha
tenido en cuenta las condiciones físicas que alteran todo el sistema. Mientras que la polaridad si debería corregirse
siempre al momento de realizarse las lecturas principalmente para electrones o cámara con ventanas muy finas
usadas para rayos X de baja energía; en haces de fotones el efecto se puede despreciar. Cuando el laboratorio realiza
la calibración con una polaridad determinada y se realizan las medidas con la polaridad inversa se debe incluir el
efecto que esto trae en la recolección de carga respecto al factor de calibración que viene dado por la ecuación 5.4:
kpol =
|M+ | + |M− |
2M
(5.4)
Donde M+y M− son las lecturas del electrómetro obtenidas con polaridad positiva y negativa y M es la lectura
obtenida con la polaridad usada rutinariamente.
La colección incompleta de cargas en la cavidad de una cámara de ionización debido a la recombinación de iones
requiere un factor de corrección ks. Esta colección de cargas puede ocurrir de dos formas, la primera que es la
recombinación de iones formados por trayectorias separadas (recombinación general que depende de la densidad
de la partícula - tasa de dosis) y la segunda que es la recombinación de iones formados por una sola trayectoria
(recombinación inicial independiente de la tasa de dosis). Sin embargo debido a la complejidad de la cuantía de esta
serie de procesos aleatorios, hay una ecuación (ecuación 5.5) semi empírica que refiere:
ks = a0 + a1
(
M1
M2
)
+ a2
(
M1
M2
)2
(5.5)
donde las constantes ai están referidas en el cuadro 9 del capítulo 4 del protocolo 398 del IAEA.
La dosis a calcular esta definida como (ecuación 5.6):
D = L ∗NDW ∗KT,P ∗ kpol ∗ ks (5.6)
Donde L es la medida en carga obtenida con el número de unidades monitor de referencia usando la polarización
del electrómetro que fue empleada en su calibración.
5.4. Dosimetría con arreglo de diodos
Los diodos son detectores muy útiles para los estudios dosimétricos por su excelente respuesta en tiempo real,
pequeño tamaño y amplia resolución espacial. La mayoría de los diodos están hechos de silicio, el cual es un
material cristalino con electrones atómicos en bandas de energía. Su principio de detección se basa en la creación
de un par hueco/electrón cuando es sometido a radiaciones ionizantes. La conducción ocurre cuando los electrones
excitados por la radiación incidente migran a la banda de conducción y los huecos se dirigen a la banda de valencia.
El gap (nivel o barrera) es lo suficientemente grande para impedir que haya una repoblación electrónica o de huecos
por efectos térmicos. El número de cargas generada es controlada dopando el material con materiales como el fósforo,
arsénico o boro. Dependiendo del material con el que es dopado el sistema puede tener un déficit o un exceso de
electrones con lo que puede transportar una corriente eléctrica.
Figura 5.5: Esquema del funcionamiento de un detector semiconductor [18]
Un material semiconductor posee un gap de energía entre la banda de valencia y la banda de conducción que no
es lo suficientemente grande para ser considerado un material aislante. A estos cristales se les agregan impurezas
trivalentes o pentavalentes para aumentar el número de portadores de carga libres y disminuir el gap de energía
un poco. Los materiales con impurezas trivalentes son llamados tipo p y los dopados con impurezas pentavalentes,
tipo n. La intención de agregar estas impurezas es aumentar el número de portadores libres y así tener una mejor
respuesta del detector, que es más fácil medirla.
Existen impurezas no deseadas en el material que pueden llevar a pérdida de información, esto debido a que crean
estados permitidos en el gap de energía, se tienen:
Centros de recombinación: Lugares en donde se aniquilan un electrón capturado de la banda de conducción
que vuelve a esta y un hueco generado
Trampas: Son impurezas capaces de capturar sólo un tipo de portador ( o un electrón o un hueco). Luego de
un tiempo, el portador se libera de esta trampa.
Lo que se utiliza como detector de radiación no son los materiales tipo p o tipo n por separado, sino una juntura
entre ellos. Es decir, un diodo o un transistor. Cuando se tiene un material tipo n-p, se tiene que en la juntura existe
una zona de recombinación (neutra). Si se conecta un diodo inversamente polarizado, es decir, positivo al material
tipo n y el negativo al tipo p, (figura figura5.5) se tendrá una zona de recombinación mucho más grande que en una
juntura sin polarizar. Con una zona de recombinación grande se tendrá un volumen sensible a la radiación mayor,
por lo tanto la medida será más fácil de realizar. El sistema se completa con un amplificador operacional (OpAmp)
y un sistema de capacitores que generan una señal directamente proporcional a la dosis de radiación absorbida por
el material.
Capítulo 6
Materiales y métodos
Las líneas celulares utilizadas fueron proporcionadas por el Laboratorio de Bioquímica de la Universidad del Ro-
sario, lugar en donde fueron cultivadas, incubadas y sembradas para los ensayos con radiaciones ionizantes. Los
aceleradores y la fuente radiactiva de Co-60 fueron proporcionados por el Instituto Nacional de Cancerología, el
Centro Control del Cáncer y la Fundación Santa Fé.
Líneas celulares:
Para el desarrollo de la investigación se emplearon en total 2 tipos de lineas celulares, las cuales son:
1. HeLa (ATCC No. CCL-2 ): Línea celular epitelial de adenocarcinoma de cérvix humano.
2. HT-29 (ATCC No. HTB-38): Línea celular epitelial de adenocarcinoma colorectal.
Una descripción más detallada de cada una de las líneas se puede ver en el Anexo I [8].
Cultivo de células:
Las líneas celulares tumorales y la línea endotelial fueron cultivadas en un medio DMEM (Dubelco's Modified
Eagle's medium -Gibco) suplementado con suero fetal bobino (SFB) al 10%, [AnexoII -8-]. Las células crecieron
exponencialmente en monocapa dentro de una atmósfera a 5% de CO2 y 37oC durante 14 días para obtener un
90-100% de confluencia.
La hipoxia física se aseguró mediante una cámara aislada C-Chamber (Biospherix) y un controlador de concentración
de oxígeno y dióxido de carbono Proox C-21 (Bioospherix) con la composición de gases de 5%CO2, 1%O2 balanceado
con N2 y una temperatura de 37oC, humidificado según condiciones descritas por la literatura [41, 15]. Los frascos
de cultivos celulares se colocaron dentro de la cámara a una confluencia del 70 - 80% con medio de cultivo fresco, el
tiempo durante la cámara fue cronometrado desde el momento en que la cantidad de oxígeno y dióxido de carbono
se estabilizó en el monitor del controlador, dejando pasar 24 horas en estas mismas condiciones.
La hipoxia química fue establecida mediante el agente quelante del hierro, mesilato de deferoxamina (DFO, Sigma
D95333) a una concentración de 100µM según lo descrito por la literatura [41, 21], para ello se adicionó a partir de
una solución stock de 10µM disuelta en Medio DMEM la cantidad necesaria para alcanzar dicha concentración en
el frasco de cultivo con una confluencia del 70  80%, previo cambio de medio de cultivo. A partir del momento de
adición del DFO se cronometró el tiempo de hipoxia, los frascos de cultivo permanecieron en estas condiciones en
incubación a 5% CO2, a 37 oC y en atmósfera humidificada durante 24 horas.
Para el conteo de las células se usó una cámara de Neubauer o hemocitómetro (Figura 6.1). Consta de dos placas
de vidrio entre las cuales se deposita un volumen conocido de líquido. Una de las placas posee una cuadrícula de
dimensiones predeterminadas que es visible al microscopio. Para el procedimiento de conteo se agregaron 100µl
del medio de cultivo en el que se encuentran suspendidas las células en 400µl del colorante vital azul tripano , se
resuspendió y se tomaron 8µl para colocar en cada una de las celdas del hemocitómetro. Se observó al microscopio
invertido la cantidad de células presentes y se realiza el conteo en 5 campos de la cuadricula. Teniendo en cuenta la
cantidad de células contadas allí y conociendo el volumen de líquido que admite la cámara, se calculó la concentración
de células por unidad de volumen de la solución en el que se encuentran suspendidas las células
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Figura 6.1: Esquema de la cámara de Newbauer bajo el microscopio óptico.
La formula usada para el cálculo se muestra en la ecuación 6.1, donde N es el número de células por mililitro, CC
es el conteo celular resultante del promedio de dos conteos de las dos celdas siempre y cuando su diferencia no sea
mayor al 20% entre sí y el factor de dilución que hace cuenta de la proporción en que se encuentra inmersa las
células respecto al medio que las suspende. El conteo se realiza para dos ensayos de la misma muestra y el valor a
usar es el promedio de ambas.
N =
CC
5
∗ 1
factor de dilucio´n
∗ 1x104 (6.1)
Verificación dosimétrica:
Antes de irradiar los cultivos celulares se hicieron tres dosimetrías diferentes para garantizar los niveles adecuados
de radiación.
Arreglo de diodos Map-CheckR:
El Mapcheck es el equipo utilizado en este trabajo de investigación, tiene 445 diodos de silicio dispuestos en una
red octagonal de 22cm (figura 6.2) La red tiene dos densidades, la primera una cantidad dentro de un espacio de
10x10cm en el centro del arreglo espaciados 7mm, la otra área que lo rodea contiene el resto de los detectores
espaciados 14mm.
Figura 6.2: Esquema del Mapcheck. [43]
Para la verificación con Map-CheckR(ver 5.4) se tomó como material patrón placas de agua sólida por tener la
misma transmisión que la parafina usada para construir el simulador físico. Antes de realizar las medidas con el
arreglo de semiconductores, se hacen dos calibraciones, la primera de los detectores como tal y la segunda de dosis
basada en la dosimetría absoluta del acelerador lineal en donde se realicen las pruebas.
 Calibración del arreglo de detectores:
La calibración del arreglo (array calibration) es un proceso que se realiza para determinar las diferencias de sensi-
bilidad relativa de cada detector del Map-CheckR. Estas diferencias son almacenadas como factores de corrección
individuales de cada medida para cada detector, eliminando las diferencias de respuesta entre ellos individualmente.
Para este procedimiento se debe mantener la SSD (distancia fuente superficie), el tamaño de campo y la dosis
(unidades monitor) constantes. Se descartó el uso de build-up externo porque el equipo trae consigo un espesor
inherente de 2g/cm2. Las medidas obtenidas son mostradas a modo de perfil por el software en unidades relativas
de dosis (% ionización) respecto a la ubicación espacial.
 Calibración en dosis:
La calibración de dosis absoluta convierte la dosis relativa del Map-CheckR en valores de dosis absoluta aplicando
un único factor de calibración a todos los detectores.
La necesidad para recalibrar la dosis parte de las variaciones dosimétricas que puede sufrir los aceleradores y del
cambio físico del diodo al estar expuesto a radiación ionizante, ya que la sensibilidad de estos diodos decrece en una
tasa de 1,0% por cada 1Gy a 10MeV y menos del 0.5% por cada 1Gy a 6MV .
Una vez se halla realizado las dos calibraciones, se procede a medir en las profundidades de referencia la dosis
correspondiente a las unidades monitor calculadas por el sistema de planeación. Estas medidas son almacenadas
en el software del detector para ser comparadas posteriormente con las distribuciones de dosis teóricas (ver 5.2)
proporcionadas por el sistema de planeación.
Dosimetría placa radiográfica:
Para esta dosimetría se emplea una placa radiográfica EDR2 (ver 5.1) que se dispone en la profundidad de agua
sólida correspondiente a la distancia desde la superficie hasta el corte axial representativo del cultivo celular tal
como se ve en la figura 6.3.
Figura 6.3: Sistema de posicionamiento de la película respecto al simulador físico de parafina en placas de agua
sólida.
Cuando se irradia la película perpendicularmente al eje del haz es independiente el lado a irradiar a la respuesta
química que propicia la radiación, así que en el montaje la placa no es movida de su posición inicial, sólo se desplaza
el gantry del equipo reproduciendo exactamente el proceso de irradiación de células.
Las densidades ópticas (D.O.) correspondientes a la intensidad de oscurecimiento de la placa es proporcional a la
dosis absorbida su relación está dada por una curva de calibración previamente realizada.
Dosimetría con cámara de ionización:
Para realizar la verificación con cámara de ionización se introduce el detector dentro de un orificio con las mismas
dimensiones de la punta de la cámara en un cubo de parafina de modo que haya la menor cantidad de columnas
de aire (figura 6.4). La profundidad es la misma para la cual se hicieron los cálculos con el sistema de planeación
y corresponde con el espesor existente entre la superficie y la línea media del simulador físico (que en este caso es
el punto efectivo de la cámara de ionización). La cámara usada es cilíndrica de referencia Wellhofer IC-70 farmer
y comprueba que la dosis en dicho punto sea coherente con la dosis teórica suministrada por medio del tiempo de
máquina (UM) calculado teóricamente, el electrómetro es PTTW UNIDOS ER.
Para dosimetrías en donde se busca cuantificar la contribución espacial del sistema es recomendable usar cámaras
plano-paralelas calibradas según el protocolo de la AAPM TG-39 respecto a una cilíndrica. Sin embargo, a causa
de la complejidad de su geometría para la construcción del build-up de parafina se decidió usar la cámara cilíndrica
que permite cuantificar correctamente la dosis en un punto de interés de una distribución de bajo gradiente.
Figura 6.4: Sistema de posicionamiento de la cámara de ionización respecto al simulador físico de parafina en las
mismas condiciones de irradiación a los cultivos celulares.
La lectura dada en nC es corregida por el factor de calibración en agua de la cámara y el electrómetro NDW , el
factor de corrección de presión y temperatura KTP . Los factores de recombinación electrónica y polarización de
despreciaron por no contribuir significativamente con la lectura final. (Nota: El factor de polarización viene corregido
en la calibración de la cámara)
Irradiación de células:
Las células fueron irradiadas con energías de 1,25 MeV para fotones γ mediante una unidad de 60Co de referencia
Theratron 780, 6 y 18MV para fotones X y 6 y 18MeV para electrones [e−] provenientes de aceleradores lineales
de uso clínico de referencias Clinac 2100, Clinac 600 y Clinac iX.
Las células se depositaron en tubos de ensayo de 1cm de diámetro con terminación en punta roma en su respectivo
medio de suspensión. El tubo se introdujo en un simulador físico construido con parafina de densidad electrónica
equivalente a la del agua (ρelctH2O = 3,343 ∗ 1026electrns/kg y ρelct parafina = 3,238 ∗ 1026electrns/kg de 28), su
función es garantizar equilibrio electrónico y una mejor homogeneidad de dosis en el volumen blanco.
Para efectos prácticos se le realizó al cubo una tomografía computarizada (CT) con cortes de medio centímetro ubi-
cando fiducias metálicas de posicionamiento respecto a las coordenadas del acelerador (Figura 6.5.b). Las imágenes
de CT se tomaron para calcular el tiempo de radiación de la máquina (unidades monitor) necesario para depositar
una dosis deseada mediante el sistema de planeación dosimétrica EclipseR haciendo uso de 2 campos laterales de
tamaño 9cm x 4cm (Figura 6.5.a).
(a) (b)
Figura 6.5: (a) Sistema de irradiación de células. Se puede ver la irradiación de una parte del cubo y luego se rota
el gantry al lado contrario para irradiar la parte restante y así obtener una dosis deseada homogénea. (b) Imagen
de tomografía computarizada, en donde se puede observar la ubicación de las fiducias metálicas que coinciden con
los láseres de posicionamiento del acelerador lineal y la unidad de cobalto.
6.1. Conteo de las colonias:
Para el conteo del número de colonias se usó el software ImageJR con el plug-in especializado para este tipo de
experimentos. Este software requiere la imagen digital de las cajas de petri, las cuales fueron obtenidas mediante
un escáner común permitiendo una mayor homogeneidad de iluminación al fondo de las cajas (Figura 6.6.a), lo cual
era un factor primordial a la hora de calibrar cada imagen por separado. Esta calibración corresponde a establecer
el umbral de intensidades para una imagen de 8bits que son tomadas de ROIs (regiones de interés), así como se
muestra en la figura 6.6.b.
(a) (b)
Figura 6.6: a. Imagen escaneada de la caja de petri para diferentes dosis. b. Selección para la caja de 0Gy transfor-
mada en una imagen de 8bits de 400x400 píxeles.
(a) (b) (c)
Figura 6.7: a. Interfaz gráfica para la calibración del contraste de la imagen (Treshold calibration) b. ROI deseado
con intensidades variables. c. Imagen calibrada en donde cada punto corresponde a las colonoas formadas en las
cajas de petri.
(a) (b)
Figura 6.8: a. Conteo de células sobre la imagen escaneada. b. Resultados de los conteos
Una vez se tiene seleccionada el área de interés se transforma la imagen de 8bits y se dispone de la interfaz gráfica
del software (figura 6.7.a) para ir variando el umbral máximo de intensidad que corresponda con las colonias teñidas
que se pueden apreciar en la imagen real tomando un color rojo(figura 6.7.b). Estas modificaciones en la intensidad
se pueden ver con el cambio espacial de las marcas rojas que corresponden a las colonias conforme se selecciona la
intensidad o el filtro correspondiente, cuando se halla llegado a una calibración satisfactoria se aplican los cambios
en la imagen de referencia (figura 6.7.c).
También se usó la herramienta de conteo manual para verificar la correspondencia con el conteo automático. Para
este tipo de conteo se usa el mismo software, el cual permite marcar punto a punto las zonas que a criterio propio
corresponden a las colonias teñidas de la caja de petri (figura 6.8.a). Una vez se hallan marcado las colonias, se
habilita el conteo de los puntos marcados, arrojando en la imagen el número de puntos y un administrador con la
lista de cada uno de ellos y el total de puntos contado (figura 6.8.b).
6.2. Construcción de curvas de supervivencia:
Para la construcción de las curvas de supervivencia celular se buscó conocer el número aproximado de células que se
depositan en los tubos de ensayo donde son irradiadas 6, debido a que la formulación de la supervivencia s (ecuación
6.2) parte del número de células que sobreviven N(d) tras la dosis recibida d y su relación con el número de células
inicial N0 o de control que no reciben radiación.
s =
N(d)
N0
(6.2)
La supervivencia se relaciona con el número de colonias formadas después del estrés celular aplicado (radiación) ya
que el conteo del número de células resultantes a nivel práctico es muy dispendioso, este valor es llamado eficacia
de siembra ε (ecuación 6.3) el cual relaciona el número de colonias formadas (colonias de no menos 50 células) C(d)
después de recibir la dosis de radiación d y el número de células sembradas M(d) inicialmente en el cultivo:
ε =
C(d)
M(d)
(6.3)
por lo que la ecuación 6.2 se puede expresar como (ecuación 6.4):
s =
C(d)/M(d)
C0/M0
(6.4)
donde C0 yM0 son el número de colonias y el número de células sembradas para el cultivo de control respectivamente.
La información es analizada y procesada con los programas OpenOfficeR y GnuplotR (ambos de libre distribución)
ajustando los datos al modelo lineal cuadrático expuesto en el marco teórico (ver 3) el cual fue adoptado para
todas las curvas de supervivencia por su universalidad y fácil manejo. De la misma fuente se toma el modelo lineal
cuadrático cúbico para ajustar las regiones de altas dosis según lo reportado en la bibliografía [61].
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A la hora de realizar la planeación dosimétrica con el software EclipseR, se establece el origen en el punto común
de las fiducias metálicas que se ubicaron en las regiones medias del simulador tal como se ve en la figura 7.1, en
donde se muestra de manera integrada las perspectivas del sistema y una reconstrucción tridimensional.
Figura 7.1: Imagen del software de planeación dosimétrica que permite ver diferentes perspectivas del sistema, la
ubicación del origen de coordenadas y una reconstrucción tridimensional donde se resalta el volumen que se quiere
irradiar y que corresponde al cultivo celular.
La planeación para la irradiación con fotones se realizó prescribiendo al isocentro (origen de coordenadas) usando
como volumen de referencia los cortes delimitados como cultivo. En la figura 7.2 se puede ver la configuración
de los campos y la distribución de dosis guiada por una escala de colores seleccionando el valor visible del 94% al
106% que son valores porcentuales de la energía depositada llevada al 100% que puede ser cualquier valor de dosis
seleccionada.
Durante los ensayos preliminares se encontró que los puntos más significativos a la hora de construir una curva de
supervivencia en regiones de altas dosis (en valores de Gy) era 0, 1, 2, 4, 6, 8, y 10Gy ya que en un principio se
uso más pasos entre 0 y 2Gy presumiendo que se podría construir mejor el hombro de la curva, pero la variación
de los datos era muy alta y estadísticamente no permitía hacer un ajuste fiable. La escala de valores mencionados
anteriormente mostraron ser los que mejor permitían ajustar los datos.
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Figura 7.2: Disposición de los campos y distribución energética de la dosis absorbida en el simulador físico.
Una vez se realizó la planeación se variaba la dosis para saber las U.M. necesarias para los diferentes niveles de dosis
teniendo en cuenta que la dosis absorbida total era el resultado de irradiar dos lados opuestos en igual proporción
además de la energía nominal del acelerador. Para determinar el tiempo de máquina del cobalto se cambió de
máquina dentro del sistema de planeación conservando las mismas características.
Para verificar que la distribución de dosis planeada si correspondía con la real se realizó una serie de dosimetrías
con diferentes sistemas de detección.
7.1. Dosimetrías
7.1.1. Cámara de ionización:
La dosimetría se realizó en el acelerador lineal Clinac 2100 para un haz de radiación de fotones de 6MeV con la
cámara de ionización referenciada en la sección 6, en configuración distancia fuente eje, a una temperatura ambiente
de 17,5oC, y una presión atmosférica de 75.1kPa. Se verificó la dosis absorbida por la cámara de ionización sometida
a los dos campos de radiación laterales que se diseñaron para la irradiación de células con las unidades monitor
arrojadas por el sistema de planeación. La dosis a verificar fue de 2Gy que corresponde a 117UM en el lado derecho
y 114UM en el lado izquierdo, la cámara registró Ml = 318nC usando un voltaje de polarización de 300V.
La tasa de dosis nominal usada fue de 300UM/cGy. El factor de calibración de la cámara-electrómetro es NDW =
0,04784Gy/nC, fue calibrada en un haz de referencia de Co60 a 5cm de profundidad a una presión de referencia de
101.3kPa, una temperatura de 20oC y una humedad relativa del 50%.
La factor de presión y temperatura Kt,P se calculó:
Kt,P =
(273,2 + 17,5)
(273,2 + 20,0)
∗ 101,3
75,1
= 1,337
El factor de polarización no se tomó en cuenta ya que la cámara viene corregida por este efecto.
El factor de recombinación se calculó:
Ks = a0 + a1
(
M1
M2
)
+ a2
(
M1
M2
)2
= 1,002
Se utilizó un voltaje nominal de 300V, un voltaje reducido de 100V con lecturas respectivas de M1 = 25,33 y
M2 = 25,20. La relación de los voltajes es V1/V2 = 3,00, de las lecturas es M1/M2 = 1,005 y los coeficientes a0 = 1,198,
a1 = −0,875 y a2 = 0,677 tomado de [24].
El valor de la lectura corregida es:
M = Ml ∗Kt,P ∗Ks = 4,262E + 2nC
y la dosis absorbida en ese punto con una calidad del haz KQQ0 = 0,9944 es:
D = M ∗NDW ∗KQQ0 = 2,027Gy
El resultado obtenido fue una dosis de 2.027Gy la cual al compararla con la dosis puntual al punto de prescripción
de 2Gy da una desviación del 1.3%. Esta diferencia porcentual está debajo del rango de confianza entre 3-5% que se
maneja para la comparación dosimétrica en tratamientos de IMRT y aseguramientos de calidad de los aceleradores
lineales [25].
7.1.2. Dosimetría con detectores de diodos Mapcheck :
La calibración de los detectores permite analizar la respuesta del arreglo, la homogeneidad de detección y la sensibi-
lidad de medida, en la figura 7.3 se ve el resultado de la calibración que se realizó al sistema de diodos el día que se
realizó las pruebas dosimétricas. Como se puede apreciar ninguno registra una desviación mayor al 4%, refiriendo
una respuesta óptima para los ensayos. La calibración de la dosis es el valor de energía por unidad de masa que se
le atribuye a un número de cuentas detectadas por el arreglo en un punto determinado y previo a una dosimetría
del acelerador. Estas pruebas se realizaron días después de la dosimetría relativa que se le realizó al acelerador,
teniendo una confianza de más del 98% en la conservación de la proporción de la tasa de dosis de 1cGy/UM.
Figura 7.3: Calibración de los diodos.
Las medidas se realizaron con una configuración SAD (distancia fuente eje) de 100cm incluyendo un build-up de
1.35cm inherente del equipo ya que el cálculo por el sistema de planeación fue realizado a isocentro (figura ). Una
vez se ha calibrado, antes de tomar las mediciones, el equipo registra el background o radiación de fondo para
corregir las lecturas encontrando el cero del que empezará a sumar cuentas o eventos detectados (figura )
(a) (b)
Figura 7.4: a. Especificaciones geométricas de la disposición del arreglo de diodos. b. Imagen registrada del back-
ground medido el día en que se tomaron las medidas.
Se verificó la planicidad y la simetría del acelerador de uso clínico para evaluar las condiciones de la máquina y
del detector al compararlo con pruebas realizadas con películas radiográficas previamente calibradas en un campo
(a) (b)
(c) (d)
Figura 7.5: Planicidad y simetría en los ejes in plane (coordenada y) (a, c) y crossplane (coordenada x ) (b, d)
de referencia de 10cmx10cm(figura 7.5) días anteriores. Se irradió con 200UM y como se puede ver en las figuras
7.5.c y 7.5.d el nivel de dosis va hasta 200cGy que concuerda con la proporción de la tasa de dosis de 1cG/UM que
tiene el acelerador. La planicidad y simetría medida concuerda con los datos obtenidos en la dosimetría de película
y registró valores menores al 5%.
(a) (b)
(c)
Figura 7.6: Superposición de los perfiles de dosis obtenidos(c) después de irradiar 200UM con un espesor de 10cm
de agua sólida -set 1- (a) y 10cm de parafina -set 2- (b).
Para medir la capacidad de atenuación del material y relacionar los resultados de la dosis en profundidad en el
material con respecto al agua, se mide el perfil de dosis de salida del simulador físico y se comparó con el perfil
de salida para un espesor equivalente (10cm) de agua sólida y un campo de 10x10cm. Se usaron 200UM y tal como
se esperaba se obtuvo una lectura de valor medio de 200cGy en isocentro para ambos casos con una diferencia de
3% y una coincidencia espacial de 93.7% (figura 7.6).
Con estos ensayos se garantizó que las medidas que se estudiaron con el simulador físico son similares a las que se
realizaron con el agua sólida con una diferencia porcentual pequeña, con la que se puede estimar la homogeneidad
de distribución de la radiación ionizante además de dar cuenta de las propiedades dosimétricas similares que tiene
el simulador físico con el agua sólida.
Al realizar la evaluación gamma de la distribución de dosis que se obtuvo al reproducir las condiciones de irradiación
de los cultivos celulares con el perfil arrojado por EclipseR se calculó mediante el software del Mapcheck un índice
gamma medio de 0.1, lo cual demuestra un muy buen acuerdo dosimétrico y espacial.
(a) (b) (c)
Figura 7.7: Evaluación gamma para el campo de irradiación. (a) Campo planeado, (b) Campo medido y (c) super-
posición de fluencias.
7.1.3. Dosimetría de película:
La dosimetría de película se llevó a cabo usando placas radiográficas EDR2 KodakR con un rango sensible de 90 a
420cGy usando el mismo procedimiento que para el Mapcheck con placas de agua sólida. La curva de calibración
que se requiere se encontraba registrada en el escáner VidarR del Instituto nacional de cancerología, donde fue
digitalizada y analizada mediante el software RITR registrando un índice gamma menor a uno (0.58) para la región
de interés (figura 7.8)1.
Figura 7.8: Imagen de la placa radiográfica velada con una dosis de radiación de 2Gy para el simulador físico de
parafina.
7.2. Conteo celular
Una vez se empezaron a irradiar los diferentes cultivo celulares y se obtenían los pozos para cada dosis 14 días
después se escanearon las cajas de petri para ser procesadas en el software Image J como lo menciona la sección
6.1.
Para las células Hela irradiadas en cobalto en condiciones de normoxia se obtuvo los siguientes resultados (tabla
7.1):
1Esta dosimetría no fue realizada ni descrita rigurosamente ya que solo cuenta como prueba de apoyo a los dos métodos dosimétricos
anteriores.
Dosis [Gy] # células
sembradas
#colonias
ensayo 1
#colonias
ensayo 2
#colonias
ensayo 3
Supervivencia
Media
∆∗
0 200 9 6 9 1 0.00
1 200 6 8 5 0.94 0.11
2 400 11 9 11 0.76 0.15
4 800 9 11 13 0.42 0.12
6 1200 12 12 11 0.28 0.02
8 1600 5 3 6 0.08 0.03
10 2000 6 2 5 0.06 0.02
Cuadro 7.1: Supervivencia celular para células Hela irradiadas con Co60 en condiciones normales.
∗Desviacio´n de la medida
El ensayo se realizó tres veces simultáneamente con las mismas condiciones y la supervivencia se calculó como indica
la sección 6.1. Aunque en la tabla se puede apreciar que ciertos valores de dosis registra un número de colonias
menor que niveles de dosis más altos, hay que tener en cuenta que el número de células sembradas aumenta conforme
lo hace la dosis y es por esto que la supervivencia neta está dada en términos de eficiencia de sembrado además
de la considerable dispersión de los datos debido a la incertidumbre de conteo de la cámara de Newbauer y de la
incertidumbre de colección de las pipetas que se usan para la siembra celular.
Se decide realizar el conteo manual en lugar del conteo automático del software Image J puesto que cuando se
trabajó con lineas celulares cuyas colonias resultan difíciles de diferenciar (como las EAhy) o por gran confluencia
de sembrado en algunas regiones (figura 7.9) el conteo de las colonias no es muy confiable.
Figura 7.9: Imagen de un cultivo de células Hela procesada a 8bits donde muestra regiones sombreadas que el
software en modo de conteo automático reconoce como una sola colonia, introduciendo un gran error al conteo.
Para ciertos casos la diferencia no es tan alta (figura 7.10) como para las células de colon HT-29 tal como lo muestra
la siguiente comparación ente un conteo automático y uno manual donde hay un buen acuerdo de los datos.
Figura 7.10: Diferencia entre un conteo manual y automático para un cultivo celular de HT-29. El ajuste es g(x) =
0, 994x+ 6,49 dando una diferencia aprox del 0.6% y un χ2 = 0,96
Aunque la diferencia sea poca en estos casos, se prefirió no introducir más incertidumbre a este proceso para ningún
cultivo celular.
Siguiendo con los datos presentados, el ajuste se realizó en GnuplotR, para su ejecución se escribió un documento
ejecutable con extensión .plt para que pudiera ser aplicado a las demás curvas construidas. En este .plt (ver Anexo
III 8) se pide que se grafiquen los datos de una extensión .txt arreglados en tres columnas, la primera con los niveles
de dosis, la segunda con la supervivencia promediada de los tres ensayos y la tercera con la variación en la medida.
También se configura la escala logarítmica en y, y en escala normal x.
7.3. Curvas de supervivencia
Se graficaron los datos con la variación de la medida (figura 7.11.a) para ser ajustada por medio de mínimos
cuadrados (figura 7.11.b) al modelo lineal cuadrático como la suma de dos funciones g(x) = f(x)+y(x), siendo f(x)
la componente lineal que da cuenta de los efectos letales y directos mientras que y(x) es la componente cuadrática
que como se expuso anteriormente se relaciona con los efectos indirectos y subletales sobre las células.
(a) (b)
Figura 7.11: (a) Datos experimentales de la curva de supervivencia. (b) Ajuste del modelo lineal cuadrático.
Cuando se realizó el ajuste se le dieron valores aleatorios (normalmente era 1) al α y al β para ajustar la función
g(x) mediante las variables A y B del ejecutable a los datos encontrados teóricamente (archivo con extensión .txt),
el software de manera iterativa encuentra los valores que mejor se ajustan a la mayoría de los datos. El valor del
α/β = 3, 57 se toma de la intersección de las funciones independientes f(x) y g(x) (figura 7.12).
Figura 7.12: Representación gráfica del α/β = 3,57 para células Hela irradiadas en una unidad de Co60
El α/β teórico para este tipo de cáncer se reporta mayor a 10Gy [61] que en comparación al obtenido experimen-
talmente es mucho menor. Esta variación era de esperarse ya que las condiciones en que se calculan la mayoría de
curvas cambia, desde la energía y naturaleza de la radiación ionizante hasta el mismo estado en que se encuentran
las células.
A la hora de analizar la calidad del ajuste para todas las curvas se encontró que el χ2reducido es mucho menor que
1 (para este caso χ2reducido = 0,00175 ), es decir que el ajuste no es estadísticamente satisfactorio. Sin embargo
estas diferencias son justificables ya que el modelo lineal cuadrático no se acopla muy bien a las regiones de altas
dosis[12] y es por esto que ha sido tan cuestionado su implementación en tratamientos de radio cirugía y radioterapia
estereotáxica, en los cuales se deposita una gran dosis, generalmente mayores a 5-6Gy, en fracciones únicas [46, 2].
Para llevar este modelo a las regiones de dosis en cuestión existen varios métodos [12, 2] que parten de razonamientos
matemáticos y funciones con ecuaciones diferenciales. Del mismo modo se planteó la extrapolación para este trabajo
como una suma de funciones [2] en donde se mantiene el mismo α/β para dar sentido biológico al comportamiento
inherente de las células en el rango respectivo de supervivencia a ciertas dosis, y se incorpora un término γ a la
fracción cúbica de la nueva función.
Siguiendo este razonamiento el ajuste realizado se puede ver en la figura 7.13 en donde la función cuadrática cúbica
corresponde al comportamiento encontrado experimentalmente este tipo de linea celular.
Figura 7.13: Ajuste lineal cuadrático [LQ] y lineal cuadrático-cúbico[LQ-C] para células Hela irradiadas con Co60
en condiciones normales.
Teóricamente la supervivencia para dosis altas sigue una linea recta más pronunciada que demuestra el mayor daño
letal de las células debido al incremento de la dosis ya que se aumenta el número de partículas que podrían impactar
en los blancos de la célula ampliando la probabilidad que ocurra mayores efectos letales, sin embargo las curvas
experimentales encontradas para rangos mayores demuestran que no es tan pronunciada su caída [12, 2, 18, 52].
Es necesario aclarar que aunque en el ajuste lineal cuadrático sus factores α/β tienen un sentido radiobiológico,
en el ajuste cúbico, el γ no lo tiene teóricamente, solo es una proporción del β y de un valor de dosis estimado
visualmente que indica el momento en que el comportamiento de la supervivencia empieza a ser lineal.
El mismo procedimiento se realizó para las curvas de las lineas celulares HT-29 y Hela. las cuales se muestran a
continuación con sus respectivos datos:
7.3.1. Hela:
A continuación se muestran los resultados comparativos para las curvas de supervivencia que se obtuvieron para
esta linea celular que fue irradiada en condiciones de normoxia, e hipoxia física.
Las células cultivadas en condiciones hipóxicas al ser sacadas de este medio en el momento en que son transportadas
para el acelerador, no permiten que se irradien en esta condición, y por lo tanto realizar el cálculo de la relación de
mejoría por oxígeno (OER) como lo refiere la bibliografía (ver 2.6) no es correcto para fines comparativos [7], sin
embargo, es evidente el efecto que produjo la incubación en condiciones hipóxicas de las células irradiadas, el cual no
puede ser atribuido directamente a una resistencia generada por ausencia de oxígeno, pero si es factible considerar
la radioresistencia implícita que podrían tener las células reoxigenadas y que en un momento dado crecieron con
la expresión de moléculas que se relacionan con bajos niveles de oxígeno (como HIF-1, VEGF, entre otros ), sin
olvidar la misma tensíon y estrés celular que es la condición de hipoxia, por lo que no es extraño encontrar una
relación inversa (figura 7.15), en donde se aprecia una supervivencia menor respecto a las células normóxicas.
Al graficar las curvas para electrones y para Co60 como referencia (figura 7.16) para evaluar el efecto que tiene la
energía y naturaleza de la radiación ionizante se obtuvo una serie de funciones de supervivencia que van siendo
más angostas conforme se aumenta la energía con que se irradia y se aumenta la LET. Si bien no se puede hablar
en términos de LET cuando se hace referencia a los fotones ya que es una propiedad de partículas másicas, si se
puede analizar el efecto apoyado por lo encontrado en la bibliografía [61] al comparar la supervivencia de la misma
(a) (b)
Figura 7.14: Curva de supervivencia para células HELA irradiadas con fotones de energía de 6MV (a) y electrones
de 6MeV (b)
(a) (b)
Figura 7.15: Curvas de supervivencia para células HELA irradiadas con fotones de energía de 6MV (a) y electrones
de 6MeV (b) ambas en condiciones de hipoxia física.
Figura 7.16: Superposición de las curvas de supervivencia para la linea celular HeLa.
linea celular irradiada con diferentes energías en fotones, que indica un comportamiento similar de la supervivencia
cuando las células van siendo irradiadas de tal forma que se aumenta la probabilidad de entregar mas energía y en
más blancos de las células. Al comparar este comportamiento en las células hipóxicas se observó que obedecen al
mismo patrón de supervivencia.
7.3.2. HT-29:
A continuación se muestran los resultados comparativos para las curvas de supervivencia que se obtuvieron para
esta linea celular que fue irradiada en condiciones de normoxia, e hipoxia física y química con el fin de comparar el
efecto del cambio de energía con el mismo tipo de radiación.
7.3.2.1. Normoxia:
La curva de supervivencia para las células irradiadas en Co60(figura 7.17) muestra un ajuste satisfactorio con una
relación α/β = 7,87Gy respecto a lo reportado en la literatura que mencionan valores por encima de 8-10Gy. Caso
contrario ocurre con las células expuestas a energías de 6-15MV (figuras 7.18, 7.19) que registran valores negativos
(α/β = −3,29Gy y α/β = −2,06Gy respectivamente ); sin embargo se aclara que la comparación entre curvas de
supervivencia para ver el efecto de la energía de radiación en la supervivencia (figura 7.20) no incluye las células
irradiadas en la unidad de Co60porque fueron expuestas en otro día y no es recomendable comparar la respuesta
de las células cuando no se puede garantizar el mismo estrés inherente del medio que viene en las condiciones del
medio, la temperatura, y el tiempo de suspensión para ser irradiadas.
Figura 7.17: Curvas de supervivencia de células de HT29 irradiadas con fotones de energía de 1.25MV con la unidad
de cobalto Theratron780 en condiciones de normoxia.
(a) (b)
Figura 7.18: Curvas de supervivencia de células de HT29 irradiadas con fotones de energía de 6MV (a) y 15MV(b)
en condiciones de normoxia.
En la figura 7.21 se muestran los ajustes respectivos para las regiones de altas dosis, demostrando un buen acuerdo
con los datos experimentales.
7.3.2.2. Hipoxia física y química:
Es notoria la mayor supervivencia que tienen las células cultivadas en condiciones de hipoxia física respecto a la
hipoxia química (figura 7.22) cuando son irradiadas con energía de 6MV. Se obtuvieron coeficientes α/β de 3.11Gy y -
(a) (b)
Figura 7.19: Visualización de el factor α/β para 6MV (a) y 15MV (b)
Figura 7.20: Comparación de las curvas de supervivencia de células de HT29 irradiadas con fotones de energía de
6MV y 15MV.
(a) (b)
Figura 7.21: Ajuste cuadrático cúbico para 6MV (c) y 15MV(d).
0.27Gy respectivamente. Al analizar estos resultados se encontró un valor muy pequeño de la componente alpha de las
células cultivadas con DFO implicando una mayoría de muerte celular debido a daños indirectos y subletales lo cual
puede atribuirse al daño propio que puede ejercer el mismo medio mimético de hipoxia alterando la supervivencia
global.
Para la energía de 15MV no se encontró mayor diferencia en la representación de la supervivencia global. Sus
coeficientes α/β son de -1.73Gy en condiciones de cultivo de hipoxia física y -1.23Gy para hipoxia química (figura
7.24).
Al analizar el efecto de la mejoría por oxígeno reportada en la literatura se encontró que, para ambas energías
(figura 7.24), las células cultivadas en medios hipóxicos sin importar su fuente (física o química) no generaron
(a) (b)
Figura 7.22: Curvas de supervivencia de células de HT29 irradiadas con fotones de energía de 6MV condiciones de
hipoxiia física (a) y química (b).
(a) (b)
Figura 7.23: Curvas de supervivencia de células de HT29 irradiadas con fotones de energía de 15MV condiciones de
hipoxiia física (a) y química (b).
radioresistencia en estas pruebas. En cambio, se evidenció una mayor muerte global por el estrés inducido a la hora
de ser cultivadas.
(a) (b)
Figura 7.24: Comparación de las curvas de supervivencia de células de HT29 irradiadas con fotones de energía de
6MV (a) 15MV (b) en condiciones de hipoxia física y química.
Capítulo 8
Conclusiones
Los resultados obtenidos mostraron un comportamiento coherente de la supervivencia de las células que obedecen
al modelo lineal cuadrático para regiones de bajas dosis. Se encontró que el ajuste se pierde cuando se trata de dosis
superiores a 5-6Gy siendo necesario un nuevo modelo que describa su comportamiento.
Al comparar la hipoxia para una misma línea celular que fue irradiada con diferente tipo de radiación (por ejemplo
fotones de 6MV y electrones de 6MeV), no se mostró algún cambio importante en la supervivencia. De igual modo,
el efecto de la variación de la energía nominal (por ejemplo fotones de 6 y 15MeV) tampoco produjo un cambio
sustancial. La tasa de dosis no fue un factor que se tuviera en cuenta en esta experiencia ya que se ha reportado que
las variaciones ofrecidas por un acelerador lineal de uso clínico no representan cambios en la supervivencia global.
Se ha confirmado que la forma de las curvas de supervivencia está estrechamente relacionada con las características
propias de cada una de las líneas celulares que son sometidas a la acción de las radiaciones ionizantes. En efecto,
al variar la energía de la radiación, su capacidad de penetración en el tejido es también distinta, de modo que
los efectos químicos y biológicos sobre las células son diferentes, lo que repercute finalmente en la supervivencia
global. Sin embargo, los coeficientes α/β , relacionados con la supervivencia celular, son independientes entre sí y no
pueden compararse definitivamente con los valores teóricos que se reportan en la bibliografía [61, 18], puesto que las
condiciones del medio celular no son exactamente las mismas que las empleadas en los estudios reportados, desde
la misma cepa de células, estado químico de los medios de cultivo, hasta el estrés celular inducido al transportarlas
desde la incubadora hasta el centro de radioterapia.
En conformidad con lo reportado en la literatura, la supervivencia celular responde coherentemente frente a las
variaciones en las características de la radiación ionizante utilizada en el estudio, tales como el LET y la energía.
Así por ejemplo, puede observarse que al aumentar el LET de la radiación se incrementa de manera proporcional
el número de daños letales sobre las células, lo cual se traduce en caídas más pronunciadas de las curvas de
supervivencia.
Por otro lado, se ha encontrado que la hipoxia es en efecto un agente que aumenta la radioresistencia de los volúmenes
tumorales, como resultado de la acción de factores bioquímicos que ésta propende en las células para lograr una
mayor adaptación al medio. Empero, hay que considerar (se recomienda ser estudiado) el papel que desempeña el
tipo de metabolismo de cada línea celular y su relación con la respuesta a la hipoxia, ya que ésta no siempre es la
misma, lo cual puede resultar como un factor neto de estrés sin contribuir a la radioresistencia.
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ANEXOS
ANEXO I: LINEAS CELULARES
Células HeLa (ATCC No. CCL-2). Es una línea celular epitelial, que fue obtenida en 1951 a partir de adenocarcinoma
de cérvix humano, de una mujer afrodescendiente de 31 años de edad. Se ha reportado que estas células pueden
contener secuencias de DNA de HPV-18. Tienen baja expresión de P53 y niveles de pRB normales, su uso está
ampliamente extendido en biología celular y molecular como modelo biológico humano y en estudio de cancer [39].
Células HT-29 (ATCC No. HTB-38). Es una línea celular epitelial, que fue obtenida en 1964 a partir de adenocarci-
noma colorrectal, de un tumor extirpado de una mujer caucásica de 44 años de edad. Los hallazgos ultraestructurales
mencionados en la literatura incluyen microvellosidades, microfilamenteos, mitocondrias grandes vacuolas con grá-
nulos oscuros, retículo endoplásmico rugoso y liso con ribosomas libres, gotas lipídicas, escasos lisosomas primarios y
abundantes lisosomas secundarios. La línea es positiva para la expresión de los oncogenes C-MYC, K-RAS, H-RAS,
N-RAS, MYB, SIS y FOS , constituyen una línea común de estudio en biología molecular del cáncer y análisis de
expresión de proteínas [59].
ANEXO II: PREPARACION MEDIO DE CULTIVO
Para la preparación del medio de cultivo, se utilizó medio DMEM en polvo (GibcoR, Cat No. 316000- 034), aminoáci-
dos no esenciales 1X (GibcoR, Ref 11140-050), bicarbonato de sodio 23.8mM , piruvato de sodio 1.21mM (SigmaR,
Ref P5280-25G), y SFB a una concentración de 10% (v/v) (EurobioR, Cat No. CVFSVF00-01). Ajustado un pH
de 7.2 y filtrado con membranas de acetato de celulosa de 0.2µm, se comprobó la esterilidad de todos los medios
de cultivo por siembra en agar sangre y Sabouraud.
ANEXO III: ARCHIVO PARA EL AJUSTE DE LAS CURVAS
********************************************************************************
#set terminal jpeg #set output'prueba1load.jpeg'
set title'Curva de supervivencia LQM para HELA'
set xlabel'Dosis [Gy]' set ylabel'Supervivencia [%]'
set xrange[0:10.2] set yrange[0.005:1.01] set log y
g(x)= exp(-((A*x)+(B*x**2)))
f(x)= exp (-A*x)
y(x)= exp (-B*x**2)
q(x)= exp(-((A*Dl)+(B*Dl**2)+(C*(x-Dl))))
w(x)= g(x)+q(x)
A= 0.159497 B= 0.0335798 Dl= 8.5 C= B/(3*Dl)
#set label "A/B= 4.8" at 3.15,0.450 #set arrow from 4.4,0.450 to 4.7,0.45
plot"./curvaerror.txt" using 1:2:3 with error title"Células de mama-MCF7" ,
g(x) lt 2 lc 8 title"Ajuste {LQ}" ,
w(x) title"Ajuste {LQ-C}" #fit g(x)"./curvaerror.txt" via A, B
